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Die  Osteoporose  gehört  zu  den  häufigsten  Krankheiten  des  höheren 
Lebensalters. Jüngste Studien beschreiben die moderate Hyperhomocysteinämie 
(HHCy)  als  eigenständigen  Risikofaktor  für  osteoporotische  Frakturen.  Die 
Osteoporose  beruht  auf  einer  Dysbalance  zwischen  Osteoklasten-  und 
Osteoblasten-Aktivität zu Gunsten der Osteoklasten. Erste Zellkultur-Experimente 
belegen  eine  Stimulation  humaner  Osteoklasten  durch  HHCy.  Eine  moderate 
HHCy im Erwachsenenalter  wird meist  durch Mangel  an Folsäure,  Vitamin B12 
und  B6 verursacht.  Es  kann  vermutet  werden,  dass  ein  derartiger  B-
Vitaminmangel ebenfalls zu einer Zunahme der Osteoklasten-Aktivität führen. Ziel 
dieser Arbeit war es deshalb, den Effekt abnehmender B-Vitaminkonzentrationen 
auf die Aktivität primärer humaner Osteoklasten in vitro zu untersuchen. 
Periphere  mononukleäre  Blutzellen  (PBMCs)  von  zehn  gesunden,  männlichen 
Probanden wurden über einen Zeitraum von 21 Tagen kultiviert. Das Nährmedium 
enthielt  neben  Makrophagen-Koloniestimulationsfaktor  (M-CSF)  und  Rezeptor-
aktivator  von  NF-κ-B  Ligand  (RANK-L)  absteigende  Konzentrationen  von 
Folsäure,  Vitamin  B12 und  B6 beziehungsweise  steigende Konzentrationen  von 
Homocystein (HCy). Am Ende der Kulturdauer hatten sich die meisten PBMCs zu 
voll ausdifferenzierte Osteoklasten differenziert. Die Osteoklasten-Aktivität wurde 
durch  die  Bestimmung  der  Tartrat-resistenten  Sauren  Phosphatase-  (TRAP), 
Cathepsin  K-,  sowie  der  Resorptionsaktivität  auf  Standarddentinscheiben 
analysiert.
Eine synchrone Reduktion von Folsäure, Vitamin B12 und B6 sowie die Reduktion 
nur eines dieser Vitamine führte zu einer Erhöhung der Resorptionsaktivität um bis 
zu  250  Prozent  gegenüber  den  Kontrollkulturen  mit  maximaler 
Vitaminkonzentration. Steigende HCy-Konzentrationen induzierten eine Erhöhung 
der  Resorptionsleistung  um  bis  zu  395  Prozent.  Sowohl  für  die  kombinierte 
Reduktion aller drei Vitamine als auch für  HCy konnten diese Befunde durch die 
Bestimmung  von  TRAP-  und  Cathepsin  K-Aktivität  bestätigt  werden.  Für  den 
kombinierte B-Vitaminmangel betrug die Aktivitätssteigerung bei TRAP maximal 
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24 Prozent und bei Cathepsin K maximal 23 Prozent. Bei einer HCy-Konzentration 
von 2500 µmol/l im Kulturmedium zeigten sowohl TRAP als auch Cathepsin K eine 
Aktivitätssteigerung von 50 Prozent gegenüber Kontrollkulturen. Bei Variation von 
nur einem Vitamin bestätigten sich die Ergebnisse des Resorptionsassays nur für 
Folat mittels TRAP (maximal 33 Prozent). Die Messung der HCy-Konzentration im 
Zellkultur-Überstand ergab einen signifikanten Anstieg der HCy-Konzentration bei 
fallenden Vitaminkonzentrationen von bis zu 20 Prozent.  
Die  Ergebnisse  dieser  Arbeit  zeigen  eine  signifikante  Stimulation  primärer 
humaner Osteoklasten durch abnehmende Konzentrationen von Folsäure, Vitamin 




Osteoporosis is one of the most common diseases in elderly persons, causing 
considerable  morbidity  and  mortality.  Previous  studies  suggest 
hyperhomocysteineamia  (HHCy)  as  an  independent  risk-factor  of  osteoporotic 
fractures. Osteoporosis is caused by an dysbalance of osteclast- and osteoblast-
activity.  Clincal  and  experimental  data  showed  an  stimulating  effect  of 
homocysteine  (HCy)  on  primary  human  osteoclasts.  Moderate  HHCy among 
adults is mainly caused by low plasma-concentrations of folic-acid, vitamin B12 and 
B6.  According to this, it  can be hypothesized that decreasing concentrations of 
these  B-vitamins  stimulate  osteoclast-activity  by  accumulation  of  HCy.  The 
present study aimed to proove this hyothesis in a systematic cell-culture approach 
using primar human osteoclasts.
In the presence of macraphage colony-stimulating factor (M-CSF) and receptor-
activator  of  NF-κ-B  (RANK-L)  osteoclasts  were  cultured  from  periphal  blood 
mononuclear  cells  (PBMCs)  of  ten  healthy  male  donors  for  21  days  with 
decreasing concentrations  of  folic-acid,  vitamin  B12 and B6 or  increasing  HCY-
concentrations. At the end of the culture-period osteoclast-activity was quantivied 
by measuring of  tartrate-resistent acid phosphatase (TRAP),  cathepsine K and 
dentine-resorbing activity on standard dentine discs.
Compared to controls the combined reduction of folic-acid, vitamin B12 and vitamin 
B6 and the reduction of only one of these vitamins increased dentin resorption 
activity by up to 250 percent. Increasing HCy-concentrations induced an elevation 
of resorbing activity by up to 395 percent. The result of combined reduced vitamin-
concentrations  and increased  HCy-concentration  was confirmed by TRAP and 
cathepsin  K.  The  complete  absence  of  folate,  vitamin  B12 and  B6 caused  an 
increased  TRAP-  and  cathepsine  K-activity  by  up  to  24  and  23  percent, 
respectively. A HCy-concentration of 2500 µmol/L in the culture medium induced 
50 percent higher TRAP- and cathepsine K-activity than controlls. However, only 
for  folic-acid  this  effect  could be confirmed by the measurement  of  TRAP (33 
percent increase).  The measurement of  HCy in the supernatement of  the cell-
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cultures showed a significant increase of  HCy in the presence of decreasing B-
vitamin-concentrations by up to 20 percent.  
These results demonstrate a significant stimulatory effect of folic-acid, vitamin B12 





Die  Osteoporose  gehört  zu  den  häufigsten  Erkrankungen  des  höheren 
Lebensalters und stellt aufgrund ihrer hohen Morbidität und Mortalität ein großes 
sozioökonomisches  Problem  dar  (10,102).  Sie  ist  eine  generalisierte 
Skeletterkrankung,  die  durch  eine  verminderte  Knochenmasse,  -struktur  und  –
funktion  mit  konsekutiv  erhöhtem  Frakturrisiko  charakterisiert  wird  (55).  Sie 
manifestiert  sich  durch  Knochenschmerzen,  Knochenbrüche  ohne  adäuquates 
Trauma  (Spontanfrakturen)  und  eine  Abnahme  der  Körpergröße  durch 
Zusammensinterung  von  Wirbelkörpern.  Der  pathologische  Knochenschwund 
betrifft sowohl den organischen als auch den mineralischen Anteil des Knochens. 
Die häufigsten Frakturlokalisationen sind der Femurhals, der distale Radius und 
die Wirbelsäule (37,55).
Anhand  der  Ätiologie  läßt  sich  die  Osteoporose  in  eine  primäre  und  eine 
sekundäre  Form einteilen  (55).  Die  wesentlich  häufigere  primäre  Osteoporose 
entsteht ohne erkennbare Ursache und wird weiter in die postmenopausale (Typ 
1),  die  senile  (Typ  2)  und  die  sehr  seltene  juvenile  Form  unterteilt.  Von  der 
primären  Osteoporose  unterscheidet  man  die  weitaus  seltenere  sekundäre 
Osteoporose deren Ursachen zumeist in endokrinologischen Grunderkrankungen 
(zum Beispiel Hyperparathyreoidismus) oder Nebenwirkungen von Medikamenten 
(zum Beispiel Langzeittherapie mit Kortikosteroiden) liegt (117).
Die  WHO-Richtlinie  (Weltgesundheitsorganisation)  der  Osteoporose  basiert  auf 
der  Analyse  des  Frakturrisikos  in  Bezug  auf  die  Knochendichte  (BMD). 
Kennzeichnend  ist  hier  ein  durch  quantitative  digitale  Radiographie  (DEXA) 
festgestellter T-Score von -2,5 (117). Als T-Score wird die Standardabweichung 
(SD) unterhalb des Mittelwertes  der Knochenmasse gesunder Menschen im Alter 
von  30  Jahren  bezeichnet  (55).  Histopathologisch  zeigt  sich  dieser 
Knochenschwund in einer  Ausdünnung und Perforation des Trabekelwerks der 
spongiösen Knochen (siehe Bild 1).
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Bild 1: links: normaler Knochen; Mitte: normale und osteoporotische Trabekel;    
           rechts: Sinterungsfraktur 
2.2. Epidemiologie
Die Osteoporose ist die häufigste Knochenerkrankung des höheren Lebensalters 
und tritt besonders häufig bei Frauen auf (101,117). Laut WHO wird die Zahl von 
Osteoporose-bedingten Hüftfrakturen bis zur Mitte dieses Jahrhunderts weltweit 
von jährlich 1,7 Millionen im Jahre 1990 auf 6,3 Millionen im Jahre 2050 steigen . 
Die  Behandlungskosten  werden von  derzeit  $2,3  Milliarden  auf  $27  Milliarden 
jährlich  ansteigen.  Nach  Angaben  der  International  Osteoporosis  Foundation 
ereignet  sich  in  Europa  alle  30  Sekunden  eine  Osteoporose-bedingte  Fraktur 
(117). 
Mehrere epidemiologische Studien zeigen klar eine Zunahme der Frakturrate mit 
steigendem  Lebensalter  (38,48,117).  Diese  Zunahme  geht  einher  mit  einer 
kontinuierlichen Abnahme der BMD (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Plot A: Zusammenhang zwischen niedriger BMD (T-Score < -2) und 
Lebensalter bei postmenopausalen Frauen ; Plot B: Inzidenz von Wirbelfrakturen 
in Relation zu Lebensalter 
In der "Europäischen Prospektiven Osteoporose Studie (EPOS)“ ergab sich eine 
Inzidenz  osteoporotischer  Frakturen  bei  Frauen  von  5,8  bezogen  auf  1000 
Personenjahren in der Gruppe der 50 – 54jährigen (117). Dieser Wert stieg auf 
29,3  bei  Frauen  im  Alter  von  75  –  79  Jahren.  Bei  Männern  ergab  sich  eine 
Zunahme  von  3,3  auf  13,6  in  den  oben  genannten  Altersgruppen.  Diese 
Entwicklung führt zu einer jährlichen Neuerkrankungsrate von einem Prozent bei 
Frauen  und  einem  halben  Prozent  bei  Männern  bezogen  auf  die  gesamte 
europäische Bevölkerung (117). In Deutschland wird die Zahl der an Osteoporose 
leidenden Menschen auf acht bis zehn Millionen geschätzt (117). Die Behandlung 
der hieraus resultierenden Oberschenkelhalsbrüche verursacht höhere Kosten als 
die für Herzinfarkt und Schlaganfall zusammen (117). 
Die  hohe  Frakturrate  bei  Osteoporose-Patienten  geht  mit  einer  hohen 
Invalidisierungsrate  und  einer  hohen  Mortalität  einher  (71,73).  So  wurde  bei 
Hüftfrakturen ein Anstieg der Sterberate zwischen 12 und 35 Prozent innerhalb 
eines Jahres beobachtet (80).
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Auf  Grund  der  demographischen  Bevölkerungsentwicklung  mit  einer 
zunehmenden  Überalterung der Gesellschaft  entwickelt  sich diese Erkrankung 
mehr und mehr zu einem ernst zunehmenden Kostenfaktor im Gesundheitswesen 
(102,120). Laut einer Studie von Chrischilles et al. werden innerhalb der nächsten 
zehn  Jahre  allein  in  den  USA  5,2  Millionen  postmenopausale  Frauen  eine 
Osteoporose-bedingte Fraktur erleiden (22). Hieraus ergibt sich insgesamt eine 
Ausfallquote an Arbeitszeit von ca. zwei Millionen Jahren und Kosten in Höhe von 
$ 45 Milliarden (22). Eine ähnliche Entwicklung zeichnet sich auch in Europa ab 
(78,151). 
Die angeführten epidemiologischen Daten belegen eindeutig das Ausmaß und die 
Konsequenzen  der  Osteoporose  in  der  alternden  Bevölkerung  westlicher 
Industrienationen. Deshalb ist eine wirksame Behandlung dieser Erkrankung aus 
medizinischen und volkswirtschaftlichen Gründen von großer Bedeutung.
2.3. Ätiologie und Pathophysiologie
Es wird angenommen, dass der altersabhängige Knochenschwund bei Männern 
und Frauen im Alter von 50 Jahren beginnt (124). Dieser Prozess beschleunigt 
sich bei Frauen ab der Menopause für einen Zeitraum von fünf bis zehn Jahren. 
Nach Einsetzen des Knochenschwundes persistiert dieser Abbauvorgang für den 
Rest des Lebens (124). 
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Tabelle 1: Typen und Stadien der Osteoporose
Merkmal                                  Typ1-Osteoporose            Typ2-Osteoporose
Alter (Jahre)                               50 – 70                                              >70
Geschlecht (m:w)                       m<<<w                                              2:1 
Knochenverlust                         hauptsächlich Trabekulär     Trabekulär = Kortikal 
häufigste Frakturen                   Wirbelkörper                         Schenkelhals, Arm,
                                                                                                 Wirbelkörper
ätiologische Faktoren                Östrogenmangel                   Alterungsprozess, 
.                                                                                                Immobilität
   Klinisches Stadium                                                  Kriterien (DEXA-Messung)
0 - Osteopenie (präklinische Osteoporose)                T-Score: -1,0 bis -2,5   SD;
                                                                                      keine Fraktur 
1 - Osteoporose (ohne Fraktur)                                  T-Score < -2,5 SD;
                                                                                      keine Fraktur 
2 - manifeste Osteoporose (mit Fraktur)                    BMD erniedrigt; 
                                                                                      1 – 3 Wirbelfrakturen
3 - fortgeschrittene Osteoporose                               multiple Wirbelfrakturen;
                                                                                      auch extraspinal  
(modifiziert nach (124))
Die Ursache für den pathologischen Knochenschwund liegt in einer Störung des 
Gleichgewichts  zwischen  den  zellulären  Knochenresorptions-  und 
-regenerationsvorgängen des menschlichen Skeletts (94,95). Dieser Vorgang wird 
auch als Remodelling bezeichnet. Das Remodelling wird durch Knochensubstanz 
aufbauende  Osteoblasten  und  -abbauende  Osteoklasten  vermittelt  (125,141). 
Osteoblasten  sind  mesenchymaler  Herkunft,  wohingegen die  Osteoklasten  der 
hämatopoetischen  Zellreihe  entstammen.  Beide  Zelltypen  werden  in  ihrer 
Funktion  durch  Wachstumsfaktoren,  Zytokine  und  Hormone  beeinflusst  (siehe 
Abbildung 2) (65,95). Sie stehen in permanenter Kommunikation über endo- und 
parakrine  Mechanismen,  und  können  sich  gegenseitig  stimulieren  sowie 
inhibieren (95).  
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Zu  den  wichtigsten  Wachstumsfaktoren  des  Knochenstoffwechsels  zählen  die 
Knochen-morphogenetischen-Proteine  (BMPs)  (126).  Diese  erhöhen  die 
Transkriptionsrate  des  Osteoblasten-spezifischen-Faktors  2  (Osf2)  und  von 
Kern-bindendem-Faktor  a1  (Cbfa1),  zwei  Osteoblasten-spezifische 
Transkriptionsfaktoren  (1).  Diese  führen  zu  einer  gesteigerten  Produktion  von 
Proteinen  wie  Kollagen Typ  1  oder  Osteocalzin  (45).  Antagonisiert  wird  diese 
Reaktionskette durch die Wirkung von Noggin, einem Protein der Osteoblasten, 
welches sowohl die Funktion von Osteoblasten als auch Osteoklasten hemmt (1).
Aufgrund  ihrer  Entstehung  aus  hämatopoetischen  Stammzellen  ist  eine 
Beteiligung  der  Zytokine  bei  der  Aktivierung  von  Osteoklasten  nahe  liegend. 
Interleukin 6 (IL6) spielt dabei eine besondere Rolle (95). Über seinen Rezeptor 
(IL6Rα)  aktiviert  IL6 die  Gentranskription  in  Osteoklasten  mittels  einer 
Phosphorylierungskaskade (95).  Zusätzlich stimuliert  IL6 die Osteoblasten (95). 
Diese  aktivieren  nun  durch  direkte  Zell-Zell-Wechselwirkung  Osteoklasten. 
Darüber hinaus spielen für die Entstehung und Aktivierung von Osteoklasten noch 
Interleukin 1, 3, 11, Granulozyten-Makrophagen-Kolonie Stimulationsfaktor (GM-
CSF) und Makrophagen-Kolonie Stimulationsfaktor (M-CSF) eine wichtige Rolle 
(96). Hemmend wirken Interleukin 4, 10 und 18 (145).
Im Bereich der Hormone greifen vor allem die Hormone des Kalziumstoffwechsels 
regulatorisch in den Prozess des Remodellings ein. Vitamin D3 und Parathormon 
stimulieren Osteoklasten über eine Aktivierung von  IL6 (125).  IL6 führt zu einer 
erhöhten  Expression  des  Rezeptor-Aktivator  von  NF-κ-B  (RANK)  Liganden 
(RANKL). Zusammen mit M-CSF ist RANKL essentieller Faktor für die suffiziente 
Osteoklastogenese  (114).  Im  Gegensatz  hierzu  führt  Calcitonin  zu  einer 
Hemmung  der  Osteoklasten-Aktivität  und  darüber  hinaus  zu  einer  höheren 
Apoptoserate  der  Osteoklasten.  Ebenfalls  hemmend  wirken  die 
Geschlechtshormone (7). Diese vermindern die Produktion von  IL6 und dessen 
Rezeptor  IL6Rα. Zusätzlich führt  Östrogen zu einer  Zunahme der Bildung von 
Osteoprotegerin (OPG), einem potenten Aktivator von Osteoblasten und Hemmer 
der Osteoklasten-Aktivität (65,66).
Im  Bezug  auf  die  gesamte  Bevölkerung  stehen  für  die  Entstehung  der 
Osteoporose  drei  pathophysiologische  Mechanismen  im  Vordergrund:  der 
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postmenopausale  Geschlechtshormonmangel,  höheres  Lebensalter  und  der 
Glucocorticoidexzess (95,97).     
Durch einen Mangel an Östrogen wird die IL6-Produktion nicht mehr ausreichend 
unterdrückt  (66).  Neben einer  verstärkten Aktivität  der  Osteoklasten  verlängert 
sich auch ihre Lebensdauer, was zu einer tieferen Erosion in den Knochen führt 
(10,35). Zusätzlich erhöht sich die Apoptoserate der Osteoblasten aufgrund einer 
verminderten Produktion von OPG (66). Da IL6 auch in Assoziation mit multiplen 
Myelomen, Morbus Paget, Rheumatoider Arthritis und Hyperparathyreoidismus zu 
stehen  scheint,  birgt  der  postmenopausale  Östrogenmangel  auch  für  diese 
Erkrankungen ein erhöhtes Risiko (87,135,142).
Während des Alterungsprozesses verändert sich die Zellzusammensetzung des 
Knochenmarks (111).  Die Bildungsrate von Osteoblasten nimmt zugunsten der 
Adipozyten,  die  ebenfalls  der  mesenchymalen  Zellreihe  entstammen  ab.  Eine 
Erklärung  hierfür  ist  die  Akkumulation  von  oxydierten  Lipoproteinen  niedriger 
Dichte  (LDL)  (89).  Diese  bewirken  eine  verstärkte  Bildung  von 
Peroxysomenproliferator-aktivierter Rezeptor γ 2 (PPARγ2), einem Transkriptions-
faktor, der die Produktion von Cbfa1 vermindert. Dieser Signalweg führt zu einer 
möglichen Erklärung des häufigen gleichzeitigen Auftretens von Osteoporose und 
Atherosklerose (88).
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Abbildung 2: Regelkreis des Remodelling; OB – Osteoblasten, OC - Osteoklasten
2.4. Risikofaktoren der Osteoporose
Aufgrund  der  hohen  Prävalenz  der  Osteoporose  und  den  damit  verbundenen 
Konsequenzen  kommt  der  Prävention  durch  Erkennung  und  Modifikation  von 
Risikofaktoren eine große Bedeutung zu. Für die primäre Osteoporose werden 
zahlreiche Risikofaktoren  diskutiert.  In  einem Review von Geusens  et  al.,  das 
zahlreiche Kohorten- und Fallkontrollstudien einschloß, konnten insgesamt über 
80 Einflussgrößen identifiziert  werden (47).  Die  Hauptrisikofaktoren sowie eine 
kleine Auswahl weniger bedeutsamer Risikofaktoren sind in Tabelle 2 dargestellt.
Die  kanadische Osteoporose-Gesellschaft  definierte  in  ihrer  Richtlinie  aus dem 
Jahre 2004 vier Schlüsselfaktoren als Zeichen eines erhöhten Frakturrisikos. Hier 
ist zunächst die erniedrigte  BMD zu nennen. Für jede  SD der  BMD unter einen 
Basiswert verdoppelt sich das Frakturrisiko (117). Bei vorliegen eines Haupt- oder 
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zweier untergeordneter Risikofaktoren aus Tabelle 2 ist eine Messung der  BMD 
sinnvoll. 
  Tabelle 2: Risikofaktoren von Osteoporose
Hauptrisikofaktoren                                untergeordnete Risikofaktoren
Röntgenologisch diagnostizierte                Rauchen           
    Osteopenie                                             starker Alkoholkonsum
Alter > 65 Jahre                                          Gewicht < 57 kg
frühe Menopause                                       niedrige Kalziumaufnahme 
positive Familienanamnese für                  rheumatoide Arthritis
    Osteoporose                                          Langzeittherapie mit Antikonvulsiva
primärer Hyperparathyreoidismus             Langzeittherapie mit Heparin
Malabsorptionssyndrom
Langzeitglukokortikoidtherapie
 (modifiziert nach (14))
Neben  der  erniedrigten  BMD sind  noch  das  höhere  Lebensalter  (77), 
vorausgegangene  Frakturen  in  der  Eigenanamnese  aufgrund  verminderter 
Knochenstabilität  (27,43,84,152)  und  eine  positiven  Familienanamnese  für 
Osteoporose Hauptrisikofaktoren für  die  Entstehung von Osteoporose (25,116,
117,143).  
Neben diesen seit langem bekannten Risikofaktoren wird seit kurzem auch eine 
erhöhte Homocystein-Konzentration im Blut als Risikofaktor der Osteoporose und 
osteoporotischer Frakturen diskutiert (18,100,129). Die besondere Bedeutung der 
Hyperhomocysteinämie (HHCy) liegt in ihrer Prävalenz und der einfachen sowie 
sicheren Behandlungsmöglichkeit mittels B-Vitaminsupplementation (138). 
Erste  Erkenntnisse  bezüglich  des  Zusammenhangs  zwischen  HHCy und 
Knochenerkrankungen wurden bereits  vor über 50 Jahren gewonnen (18,115). 
Doch erst  im Jahre 2004 erschienen zwei  große epidmiologische Studien,  die 
eine Verbindung zwischen der moderaten HHCy und osteoporotischen Frakturen 
belegten (100,129,149). In der Framingham-Studie zeigte sich eine Erhöhung des 
Frakturrisikos  um  den  Faktor  vier  bei  Männern  in  der  höchsten  Quartile  der 
Plasma-HCy-Konzentration gegenüber  der  niedrigsten  Quartile  (100). 
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Vergleichbare  Befunde  konnten  in  der  zeitgleich  veröffentlichten  Rotterdam-
Studie erhoben werden (149). Darüber hinaus konnten Sato et al. eine positive 
Auswirkung  einer  B-Vitaminsubstitutionstherapie  auf  das  Frakturrisiko  zeigen 
(129). Aufgrund dieser drei Arbeiten lässt sich vermuten, dass HCy einen neuen 
unabhängigen Risikofaktor der Osteoporose darstellt.   
2.5. Homocystein und B-Vitamine 
2.5.1. Stoffwechsel von Homocystein und B-Vitaminen
HCy ist  eine  schwefelhaltige  nicht  proteinbildende  Aminosäure,  welche  im 
Stoffwechsel der essentiellen Aminosäure Methionin entsteht (Abbildung 3) (39,
40,41,42).  Methionin  stellt  in  Form  von  S-Adenosylmethionin  (SAM)  einen 
wichtigen Methylgruppendonor für die Methylierung von Desoxyribonukleinsäure 
(DNA),  Ribonukleinsäure  (RNA),  sowie  der  Biosynthese  von  Epinephrin, 
Melatonin, Kreatinin und vieler weiterer Substanzen dar (39,40). Der erste Schritt 
im Metabolismus des Methionin ist dessen Aktivierung zu SAM durch Kopplung an 
den  Adenosylrest  eines  Adenosyltriphosphat-Moleküls  (ATP).  SAM ist  eine 
energiereiche  Verbindung,  die  ihre  Methylgruppe  leicht  abgeben  kann.  Diese 
Transmethylierung  erfolgt  mittels  Methyltransferasen  (zum  Beispiel  Glycin-N-
Methyltransferase,  EC  2.1.1.20)  auf  Sauerstoff-  oder  Stickstoffatome  der 
potentiellen  Akzeptoren.  Das  bei  dieser  Reaktion  entstehende  S-
Adenosylhomocystein  (SAH)  wird  durch  Hydrolyse  mittels  SAH-Hydrolase  in 
Adenosin und HCy aufgespalten.
Da das entstehende  HCy zytotoxisch ist, muss es schnell und effektiv aus dem 
zellulären Stoffwechsel entfernt werden (41). Für die Elimination stehen der Zelle 
mehrere Möglichkeiten zur Verfügung.  Neben dem aktiven Export aus der Zelle 
existieren zwei B-Vitamin-abhängige Metabolisierungswege: die Remethylierung 
zu Methionin und die irreversible  Transsulfurierung zu Cystein und α-Ketobutyrat 
(39).
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Die  Remethylierung  erfolgt  durch  das  Vitamin  B12-abhängige  Enzym 
Methioninsynthase  (MS,  EC  2.1.1.13).  Diese  verwendet  eine  von  der  5-
Methyltetrahydrofolsäure (5-MTHF) bereitgestellte Methylgruppe. 
Bei  der  Transsulfierung  erfolgt  eine  Kondensation  des  HCy mit  Serin  zu 
Cysthationin. Diese Reaktion wird durch die Cystathionin-ß-Synthase (CBS, EC 
4.4.1.1) katalysiert.  Anschließend wird das Cystathionin mittels  γ-Cystathionase 
(CS, EC 4.4.1.1) zu Cystein und α-Ketobutyrat irreversibel abgebaut. Sowohl die 
CBS, als auch die CS sind Vitamin B6-abhängig.
Abbildung  3:  Schema  des  Methionin-  und  Homocysteinstoffwechsels.  ATP- 
Adenosyltriphosphat, B-6- Vitamin B6, B-12 – Vitamin B12, CBS – Cystathionin-ß-
Synthase,  CS  –  Cystathionase,  PPi  –  Pyrophosphat,  SAH  –  S-
Adenosylhomocystein,  SAM  –  S-Adenosylmethionin,  THF  –  Tetrahydrofolat,  5-
MTHF – 5-Methyltetrahydrofolat, 5,10-MTHF – 5,10-Methyltetrahydrofolat,  DNA  - 
Desoxyribonukleinsäure, RNA – Ribonukleinsäure
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Aus  dem  zuvor  Gesagten  ergibt  sich,  dass  für  die  Aufrechterhaltung  einer 
niedrigen  intrazellulären  HCy-Konzentration  eine  ausreichende  Versorgung  mit 
Folsäure, Vitamin B12 und Vitamin B6 essentiell ist. Der Zusammenhang zwischen 
HCy und diesen Vitaminen konnte in zahlreichen Studien belegt werden (53,75,
112,130). Im Konsensuspapier der D.A.CH.-Liga Homocystein e.V. (Deutschland, 
Österreich, Schweiz) wurde der B-Vitaminmangel als wichtigster Auslöser einer 
HHCy definiert (136). 
Die  Metabolisierung  des  extrazellulären  HCy erfolgt  hauptsächlich  (etwa  70 
Prozent) in der Niere (63). Deshalb führen bereits geringe Einschränkungen der 
renalen Funktion zu einer Akkumulation von HCy im Plasma, welche auch ohne 
eine  eingeschränkte  Verfügbarkeit  von  Folsäure,  Vitamin  B12 und  Vitamin  B6 
auftritt (44,63).
2.5.2. Hyperhomocysteinämie und B-Vitaminmangel
Die HHCy lässt sich anhand der Plasmaspiegel in eine moderate (12 – 30 µmol/l), 
eine  intermediäre  (30  –  100µmol/l)  und  eine  schwere   Form  (>100  µmol/l) 
unterteilen  (136).  Während  die  besonders  im  Kindes-  und  Jugendalter  im 
Zusammenhang mit genetischen Defekten wie der Homocysteinurie beobachtete 
schwere HHCy im Vordergrund steht (105,121), findet man im Erwachsenenalter 
überwiegend  moderate  beziehungsweise  intermediäre  Erhöhungen  des  HCy-
Plasmaspiegels  (9,122,130,146).  Die  Prävalenz  der  HHCy in  der 
Allgemeinbevölkerung  liegt  bei  zehn  bis  20  Prozent,  bei  Patienten  mit 
Gefäßerkrankungen  sogar  bei  40  Prozent,  steigend  mit  zunehmendem 
Lebensalter  (61,130,144).  Als  Hauptursache  steht  die  Folathypovitaminose  im 
Vordergrund, welche durch eine Unterversorgung mit frischem Obst und Gemüse 
begünstigt wird (133). Zusätzlich führt unsachgemäße Verarbeitung und Lagerung 
(Hitze- und Lichtempfindlichkeit) zu einem Verlust von bis zu 90 Prozent der in der 
Nahrung  enthaltenen  Folsäure  (28).  Die  empfohlene  Zufuhr  von 
Folsäureäquivalenten  liegt  bei  etwa  0,4  mg/d.  Mit  einer  durchschnittlichen 
Aufnahme von weniger als 0,3 mg/d in Deutschland, Österreich und der Schweiz 
wird  dieser  Wert  deutlich  unterschritten.  Der  Folatmangel  gilt  deshalb  als 
häufigster Vitaminmangel in Mitteleuropa (28). 
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Ein  Mangel  an  Vitamin  B12  wird  weniger  durch  unzureichende  Aufnahme  als 
vielmehr  durch  eine  gestörte  Resorption  bedingt.  Die  Gründe hierfür  liegen in 
einer alterungsbedingten pH-Erhöhung des Magensaftes und einem Mangel an 
Intrinsic Faktor. Dieser Prozess betrifft bis zu 40 Prozent der älteren Bevölkerung 
(16). Neben diesen Verdauungsprozessen spielen auch Ernährungsgewohnheiten 
eine  Rolle.  Tierische  Nahrungsmittel  sind  für  den  Menschen  die  essentielle 
Vitamin  B12-Quelle  (54).  Daher  weisen  Vegetarier  häufig  eine 
Cobalaminhypovitaminose  auf. Neben  diesen  therapeutisch  beeinflussbaren 
Faktoren führt auch höheres Lebensalter zu gesteigerten  HCy-Werten (29). Bis 
zur Mitte des siebten Lebensjahrzehnts verläuft dieser Prozess weitgehend linear 
(Zunahme  um  circa  zehn  Prozent  beziehungsweise  1  µmol/l/Dekade), 
anschließend  deutlich  schneller  (29).  Ursächlich  hierfür  ist  unter  anderem  die 
altersbedingte Abnahme der Nierenfunktion (64,131). Neben B-Vitaminmängeln 
als  häufigste  Ursache  der  HHCy im  Erwachsenenalter  existiert  ein  weit 
verbreiteter  Polymorphismus  im  Gen  der  Methylentetrahydrofolat-Reduktase 
(MTHFR, EC 1.5.1.20) (2,6,15,49,150). Dabei kommt es in Position 677 des Gens 
zu  einem  Austausch  des  Nukleotids  Cytosin  durch  Thymidin.  Durch  diesen 
Austausch verändert sich die Aminosäuresequenz, was zu einer herabgesetzten 
Hitzestabilität  des  entsprechenden  Proteins  führt.  Da  Folsäure  einen 
stabilisierenden  Einfluss  auf  die  MTHFR ausübt,  ist  bei  hohen  Folsäure-
Konzentrationen im Serum keine Reduktion der Enzymaktivität feststellbar.  Bei 
Folsäuremangel  nimmt  die  Enzymaktivität  bei  homozygoten  Trägern  des 
mutierten  MTHFR-Gens  allerdings  um bis  zu  70  Prozent  ab.  Die  betroffenen 
Patienten reagieren besonders  empfindlich  auf  einen Folatmangel  und weisen 
eine um etwa 25 Prozent höhere  HCy-Konzentration im Blut auf  (72).  Ebenso 
können  Medikamente  (z.B.  Methotrexat,  Theophylin  etc.),  Erkrankungen 
(Leukämien,  Hyperthyreose  etc.)  und  Lebensstilfaktoren  (Zigaretten  rauchen, 
Koffein,  Vegetariarismus  etc.)  zu  einem  erhöhten  HCy-Plasmaspiegel  führen 
(136).  Beeinflusst  werden  in  diesem  Zusammenhang  hauptsächlich  Enzyme 
beziehungsweise deren Kofaktoren durch direkten oder indirekten Antagonismus 
(136).  Des  weiteren  spielen  Enzyminduktion,  Aufnahmestörungen  und 
Disulfidaustausch-Reaktionen eine Rolle.  Neben den oben genannten Gründen 
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können  ebenso  Schwangerschaft,  Nierenerkrankungen,  Alkoholabhängigkeit, 
Tumorleiden  und  die  Einnahme  bestimmter  Medikamente  (Methotrexat, 
Theophylin, Tamoxifen etc) zu B-Vitaminmangel führen (136).
2.5.3. Klinische und experimentelle Aspekte des B-
     Vitaminmangel und der Hyperhomocysteinämie
Bereits  in  den  60er  Jahren  des  vergangen Jahrhunderts  wurden die  koronare 
Herzkrankheit (KHK) und neurologische Erkrankungen (zum Beispiel Demenz) mit 
erhöhten HCy-Konzentrationen im Serum in Verbindung gebracht (18).
Mittlerweile  existiert  insbesondere  für  die  kardiovaskulären  Erkrankungen  eine 
umfangreiche  Datenlage,  die  die  Bedeutung  der  HHCy als  unabhängigen 
Risikofaktor  für  KHK,  Apoplex,  periphere  arterio-venöse  Verschlußkrankheit 
(pAVK) und  venöse  Thrombosen  klar  belegt  (3,12,19,20,30,68,85,93,134,154). 
Neben  kardiovaskulären  Erkrankungen  sind  auch  Zusammenhänge  zwischen 
HHCy und  neurodegenerativen  Erkrankungen  (8,31,34,76,91,108,118,119,132,
136,140,153), sowie schwangerschafts-assoziierten Erkrankungen (23,26,61,139) 
seit  langem bekannt. Zusätzlich zu diesen klassischen klinischen Aspekten der 
HHCy und des B-Vitaminmangels werden seit kurzem auch Zusammenhänge mit 
der Herzinsuffizienz und der Osteoporose diskutiert. Hier ist die Datenlage aber 
noch  unzureichender,  im  Vergleich  zu  den  zuvor  besprochenen  klinischen 
Aspekten.  Ein  Zusammenhang  zwischen  HHCy und  Erkrankungen  des 
Skelettsystems wurde erstmals vor über 50 Jahren beschrieben (18). Doch erst in 
den  letzten  Jahren  wurde  diese  Assoziation  Gegenstand  systematischer 
Untersuchungen.
Im  Jahr  2004  erschienen  zeitgleich  zwei  große  epidemiologische  Studien,  die 
übereinstimmend  einen  Zusammenhang  zwischen  dem  HCy-Spiegel  und  dem 
Risiko für  osteoporotische Frakturen beschreiben (100,149).  In  der  Rotterdam-
Studie  wurden  2406  Probanden  mit  einem  Mindestalter  von  55  Jahren  über 
insgesamt  11.253  Personenjahre  beobachtet  (149).  Das  relative  Frakturrisiko 
betrug  1,4  für  jede  Zunahme  der  HCy-Konzentration  um  eine 
Standardabweichung, in der höchsten HCy-Quartile sogar 1,9. Es wurden weder 
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geschlechtsspezifische  Unterschiede  noch  Zusammenhänge  des  Frakturrisikos 
mit der Knochendichte festgestellt (149). Vergleichbare Ergebnisse konnten in der 
Framingham-Studie gewonnen werden (100).
Da erhöhte HCy-Spiegel im fortgeschrittenen Erwachsenenalter meist Folge eines 
reduzierten B-Vitamin-Status sind, stellt sich die Frage, ob auch B-Vitamine mit 
Osteoporose und osteoporotischen Frakturen in  Zusammenhang stehen.  Erste 
diesbezügliche  Daten  stammen  bereits  aus  den  frühen  90er  Jahren  des 
vergangenen Jahrhunderts von Patienten mit  perniziöser Anämie (48,103,123). 
Goerss et  al.  untersuchten 131 postmenopausale Frauen über  einen Zeitraum 
von 1550 Personenjahren (48). Die Frakturrate war im Durchschnitt bei Frauen 
mit  Vitamin  B12-Mangel  gegenüber  Kontrollen  mehr  als  verdoppelt 
(Oberschenkelhals 1,9; Wirbelkörper 1,8; Unterarm 2,9). 
Im  Bezug  auf  die  BMD ist  die  Sachlage  weitaus  weniger  eindeutig  und  wird 
kontrovers  diskutiert  (15,56,109,150).  Die  großen  Studien  zeigen  keinen  oder 
allenfalls einen schwachen Zusammenhang zwischen  HHCy und niedriger  BMD 
(15,150). Dieser Umstand ist jedoch nicht weiter verwunderlich, da die BMD , laut 
einer  Studie  von  Herrmann  et  al.,  keine  Informationen  über  den 
Knochenstoffwechsel oder die trabekuläre Mikroarchitektur liefert (56). Insgesamt 
trägt die BMD nur ungefähr 20 Prozent zur Prädiktion des Frakturrisikos bei (56). 
Im Gegensatz  zu  HCy zeigt  die  Datenlage  im  Bereich  des  B-Vitaminmangels 
einen Zusammenhang zwischen BMD und osteoporotischen Frakturen auf (15,
103,106,137).  Melton  et  al.  zeigten  einen  positiven  Einfluss  einer  Cobalamin-
Substitutionstherapie  auf  die  BMD (103).  In  einem Zeitraum  von  zwei  Jahren 
nahm die BMD in der Oberschenkelhalsregion um 79 Prozent zu. Darüber hinaus 
traten  keine  neuen  Osteoporose-assoziierten  Frakturen  in  der 
Untersuchungsgruppe in diesem Zeitraum auf . 
Deutlich  umfangreicher  ist  die  Datenlage  in  Bezug  auf  biochemische 
Knochenmarker,  die  eine  Art  Echtzeit-Monitoring  des  Knochenstoffwechsels 
ermöglichen  (11,32,56,106).  Herrmann  et  al.  konnten  einen  signifikaten 
Zusammenhang zwischen erhöhten  HCy-Werten und dem Auftreten von hohen 
Desoxypyridinolin-Konzentrationen  (DPD)  im  Urin,  einem  Marker  für 
Knochenabbauvorgänge,  zeigen  (56).  DPD ist  für  die  Verknüpfung  der 
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Kollagenfibrillen der Knochenmatrix verantwortlich. Darüber hinaus ist  DPD ein 
ausschließlicher Bestandteil des gereiften Kollagengerüstes des Knochens sowie 
des  Dentins.  In  der  "Longitudinalen-Alterungs-Studie  Amsterdam  (LASA)“ 
hingegen  konnten  die  Ergebnisse  von  Herrmann  et  al.  nur  in  Verbindung  mit 
niedrigen  Vitamin  B12-Spiegeln  bestätigt  werden  (32).  Der  Zusammenhang 
zwischen B-Vitaminmangel  und  Markern  des  Knochenstoffwechsels  wurde  bis 
jetzt kaum untersucht (17). Einen ersten Anhaltspunkt in dieser Richtung liefert 
die ungefähr 20 Jahre alte Studie von Carmel et al  (17). Hier zeigte sich eine 
Abnahme der alkalischen Phosphatase, einem Enzym der Osteoblasten, bei 12 
Patienten mit niedrigen Cobalamin-Spiegeln (3,89  ± 2,19 U/l gegenüber 7,55  ± 
3,99 U/l).  Darüber  hinaus wiesen die  Vitamin  B12-defizienten Probanden eine 
signifikant erniedrigte Osteocalzin-Konzentration im Serum auf (1,11 ± 0,77 nmol/l 
gegenüber  1,84  ±0,49  nmol/l).  Erste  experimentelle  Studien  weisen  auf  eine 
starke Stimulation der Osteoklasten-Aktivität durch  HCy hin (60,86). Sowohl bei 
Herrmann  et  al.  (ausdifferenzierte  Osteoklasten  menschlicher  Probanden)  als 
auch bei Koh et al. (Knochenmarkzellen von Mäusen) führten zunehmende HCy-
Konzentrationen  im  Nährmedium  zu  einer  gesteigerten  Aktivität  der  Tartrat-
resistenten sauren Phosphatase (TRAP) (Herrmann et al: 15 bis 42 Prozent; Koh 
et  al:  150  Prozent)  sowie  zu  einer  Zunahme  der  Resorptionsaktivität  der 
Osteoklasten  auf  Dentinscheiben.  Ursächlich  für  die  erhöhte  Osteoklasten-
Aktivität  ist  wahrscheinlich  von  HCy verursachter  oxidativer  Stress  (86). 
Osteoblasten  hingegen  scheinen  durch  HCy nur  eine  milde  Stimulation  ihrer 
Aktivität zu erfahren (59). Experimentelle Daten bezüglich Knochenstoffwechsel 
und B-Vitaminmangel sind bisher nicht verfügbar.
20
2.6. Fragestellung 
Aktuelle klinische Studien belegen einen starken Zusammenhang zwischen HCy-
Plamakonzentrationen  und  osteoporotischen  Frakturen.  Ob  dieser 
Zusammenhang kausaler  Natur  ist  oder nicht,  wurde bislang nur unzureichend 
untersucht.  Erste  experimentelle  Studien  belegen  eine  starke  Stimulation  der 
Osteoklasten durch HCy, während Osteoblasten nur schwach beeinflusst werden. 
Da  erhöhte  HCy-Plasmakonzenrationen  bei  Erwachsenen  überwiegend  durch 
Mangel an Folsäure, Vitamin B12 und Vitamin B6 verursacht sind, resultiert daraus 
die Vermutung, dass die häufigen Mangelzustände dieser Vitamine ebenfalls zu 
einer Osteoklasten-Stimulation durch erhöhte intrazelluläre  HCy-Konzentrationen 
führen. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss abnehmender Konzentrationen von 
Folsäure,  Vitamin  B12 und  Vitamin  B6 auf  die  Aktivität  primärer  humaner 
Osteoklasten  systematisch  in  vitro  zu  untersuchen.  Dabei  wurden  die  drei 
Vitamine  einzeln  und  in  Kombination  variiert.  Als  positiv-Kontrolle  wurden 
Experimente mit zunehmender HCy-Konzentration durchgeführt. 
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3. Material und Methodik
3.1. Studiendesign
Von zehn gesunden,  männlichen Versuchspersonen wurde je  100 ml  venöses 
Blut  in  EDTA-Röhrchen  (Sarstedt,  Deutschland)  entnommen.  Die  Probanden 
hatten ein Durchschnittsalter von 34 (± 5) Jahren, ein Durchschnittsgewicht von 
81 (± 12) Kilogramm und eine Durchschnittskörpergröße von 181 (± 7) Zentimeter. 
Darüber hinaus waren die Blutwerte der Spender für Folsäure 9,5  (± 5,7)  µg/l, 
Vitamin B12 372 (± 126) ng/l, Vitamin B6 15,3 (± 7,3) µg/l, HCy 10,3 (± 0,9) µmol/l 
und Kreatinin 83,6 (± 4,8)  µmol/l im Normbereich. Keiner der Probanden nahm 
Medikamente oder Vitaminpräparate ein.
Tabelle 3:   Charakterisierung der Probanden der mononukleären Blutzellen
Proband      Alter    Größe   Gewicht    Vit.B6     Vit.B12   Folsr.    HCy   Kreatinin
                  (Jahre)   (cm)       (kg)         (µg/l)     (ng/l)     (µg/l)    (µmol/l)   (µmol/l)
    1               34        186         86            15         345      10,2      11,6          81
    2               25        183         82              7,8      333        8,1       10,4         77
    3               33        178         80              9,4      345        7,6         9,9         90
    4               35        178         71            16,2      680        2,9         8,9         82
    5               27        195       110            19,5      197        7,7       11,9         90
    6               41        171         71            13,1      345        5,7         9,6         79
    7               40        180         85              8,1      297        6,9        10,1        81
    8               36        183         83            13,9      327        5,5          9,6        81
    9               32        172         62            16,8      402      19,0        10,4        85
   10              41        182         82            32,9      449       20,6       10,6        90
Mittelwert    34        180          81            15,2      372         9,5       10,3        83,6
  SD                5            7          12              7,3      126         5,7         0,9          4,8 
Das  EDTA-Blut  wurde  benutzt,  um daraus  periphere  mononukleäre  Blutzellen 
(PBMCs)  zu  isolieren.  Diese  PBMCs  wurden  unter  Zusatz  von 
Wachstumsfaktoren über 21 Tage kultiviert. Dabei differenzierten sich die in den 
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PBMCs  enthaltenen  Monozyten  zu  ausgereiften,  voll  funktionsfähigen 
Osteoklasten.  Um  den  Einfluss  von  Folsäure,  Vitamin  B12 und  Vitamin  B6 zu 
untersuchen,  wurden  die  Zellen  Nährmedien,  welche  verschiedene  Vitamin-
Konzentrationen enthielten, ausgesetzt. Als Positiv-Kontrolle und zur Bestätigung 
der  bisher  erschienen  Arbeiten  (siehe  Kapitel  2.3.3.)  wurden  Zellen  von  drei 
Probanden  in  Gegenwart  ansteigender  HCy-Konzentrationen  kultiviert  (siehe 
Tabelle 4).
   Tabelle 4: Bedingungen Zellkulturen 
Bedingung Einzelversuche:
 FS     B6    B12
Kombinierter Mangel:
FS      B6        B12
 HCy
      1
      2 
      3
      4
      5
      6
      0       0        0
      1       2      25
    2,5    4      50  
    5       5    100
   100     35    250
                      500 
  0         0           0        
     1         2         25
      2,5     4       100 
   5         6       250
 15       30       500 





FS – Folsäure (µg/l); B6 – Vitamin B6 (µg/l); B12 – Vitamin B12 (ng/l); HCy (µmol/l) 
   
Nach  drei  Wochen  Kulturdauer  wurde  die  Osteoklasten-Aktivität  durch  die 
Messung  der  Resorptionsaktivität  auf  Dentinscheiben,  der  Tartrat-resistenten 
sauren Phosphatase-Aktivität (TRAP) und der Cathepsin K-Aktivität quantifiziert. 
Diese Messverfahren erfassen drei  unterschiedliche Aspekte der Osteoklasten-
Funktion und liefern somit komplementäre Informationen.
3.2. Herstellung der Zellkulturen
Zur Herstellung einer Zellkultur mussten zunächst die  PBMCs aus dem EDTA-
Blut  mittels Dichtegradientenzentrifugation bei 250 G und einer Laufzeit von 25 
Minuten isoliert werden. Zu diesem Zweck wurden sterile 50ml-Reaktionsgefäße 
(Sarstedt, Deutschland) mit 25 ml Ficoll-PaqueTM  Plus-Zuckerlösung (Amersham 
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Biosciences  AB,  Holland)  gefüllt  und anschließend mit  EDTA-Vollblut  langsam 
überschichtet. Nach Ende der Laufzeit lief die Zentrifuge ohne Bremse aus.  Die 
PBMCs waren nach der Zentrifugation als weiße Schicht zwischen dem Plasma 
und der  Ficoll-Lösung zu erkennen.  Nach dem Gewinnen dieser  Trennschicht 
wurden  die  Zellen  zwei  Mal  mit  Phosphat-gepuffertem  Salin  (PBS;  PAA 
Laboratories  GmbH,  Österreich)  gewaschen  und  bei  300  G  für  10  Minuten 
zentrifugiert.  Anschließend  wurden  die  Zellen  mit  Trypan  Blau  0,4%  (Life 
Technologies, Island) im Verhältnis 1:1 angefärbt. Lebendige Zellen zeigten bei 
der Betrachtung im Durchlichtmikroskop keine Farbstoffaufnahme. Die Zählung 
der  PBMCs  erfolgte  in  einer  Zählkammer  nach  Neubauer  (Assistant, 
Deutschland).  Anschließend  wurde  eine  Zellsuspension  von  3,25  Millionen 
Zellen/ml  mittels  α-Minimum  Essentiellem  Medium  (α-MEM)  (Gibco,  Groß-
Britanien),  dem  zuvor  10  Prozent  fetales  Kälberserum  (FCS)  (Gibco,  Groß-
Britanien), 100 IU/ml Penizillin (Amphotericin B, AmphoB, Gibco, Groß-Britanien) 
und 100 µg/ml Streptomycin (Gibco, Groß-Britanien) zugefügt wurden, hergestellt. 
Das für die Versuche mit variierenden Vitaminkonzentrationen benutzte  α-MEM 
war eine Sonderanfertigung, die frei  von Folsäure,  Vitamin B6 und Vitamin B12 
(Biochrom,  Deutschland)  war.  Die  übrigen  Bestandteile  waren  unverändert. 
Mittels  dieser  Spezialherstellung  konnten  die  Vitaminkonzentrationen  im 
Kulturmedium  frei  variiert  werden.  Den  Nährmedien  wurde  Folsäure, 
Cyanocobalamin, Pyridoxin-Hydrochlorid und DL-Homocystein (alles von Sigma, 
Deutschland)  entsprechend  den  in  Tabelle  4  angegebenen  Konzentrationen 
zugegeben.  Für  die  Experimente,  bei  denen  nur  ein  Vitamin  variiert  wurde, 
entsprachen die Konzentrationen der beiden anderen Vitamine denen des nicht-
modifizierten α-MEM. 
Um voll ausdifferenzierte Osteoklasten zu erhalten, wurden dem Kulturmedium 25 
ng/ml  rekombinanter  humaner  Makrophagen-Kolonie-Stimulationsfaktor  (MCSF; 
R&D Systems, USA) von Tag 1 bis 4 beziehungsweise 10 ng/ml MCSF von Tag 5 
bis 20 und ab Tag 4 20 ng/ml Rezeptor-Aktivator-von-NF-κ-B-Ligand (rhTRANS; 
R&D Systems, USA) beigefügt. Die Mediumwechsel erfolgen nach 4, 7, 12 und 17 
Tagen.  Bei  den  ersten  beiden  Wechseln  wurde  nur  die  Hälfte  des  Mediums 
ausgetauscht.  Deshalb  wurde  dem  Medium  die  doppelte  Konzentration  an 
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Wachstumsfaktoren zugegeben. Nach 21 Tagen zeigten sich die Osteoklasten als 
TRAP-positive, mehrkernige Riesenzellen (siehe Bild 2).
  Bild 2: mehrkernige Osteoklasten
   
  Bild 3: Zellkultur
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3.3. Messung der Dentin-Resorptionsaktivität
Die Hauptfunktion von Osteoklasten im menschlichen Körper ist die Resorption 
von  Knochen.  In  Zellkulturen  konnte  diese  funktionelle  Leistung  durch  die 
quantitative Analyse der Resorptionsaktivität von Osteoklasten auf standartisierten 
Dentinscheiben gemessen werden. Die dazu verwendeten Dentinscheiben hatten 
einen  Durchmesser  von  14  mm  und  eine  Dicke  von  0,7  mm.  Aufgrund  der 
Eigenart  der  Osteoklasten  immer  an  den  Rand  der  Kulturschale  zu  wandern, 
wiesen die Scheiben einen zwei Millimeter breiten und 0,7 mm hohen Randwall 
auf, der die Osteoklasten auf der Testfläche fixierte. Die zentrale, plane Vertiefung 
besaß eine Oberfläche von 0,785 cm². Die Kultur wurde in 24-Multiwell-Platten 
(Nunc,  Dänemark)  durchgeführt.  In  jede  Vertiefung  mussten  1,1  ml  der  oben 
beschriebenen Zellsuspension pipettiert werden, was einer Zelldichte von 1 Million 
Zellen/cm2  entsprach.  Bei  einer  Oberfläche von 3,5 cm² ergab sich somit  eine 
Gesamtzahl  von 3,5 Millionen Zellen pro Vertiefung.   Aufgrund der manuellen, 
sehr zeitaufwendigen Analytik konnten für diesen Test nicht alle zehn Probanden 
herangezogen werden. Jede B-Vitamin- und HCy-Konzentration wurde mit Zellen 
von zwei Spendern getestet und vier mal wiederholt. Nach 21 Tagen wurde die 
Kultur beendet und das Nährmedium komplett entfernt. Anschließend wurden die 
Dentinscheiben  für  30  Sekunden  in  1  M  Natriumhypochlorit-Lösung  (PAA 
Laboratories GmbH, Österreich) gebadet, um sämtlich Zellreste zu entfernen. Da 
Natriumhypochlorit das Färbeverhalten beeinflusst, mussten die Scheiben vor der 
weiteren  Bearbeitung  drei  Mal  für  jeweils  30  Sekunden  in  PBS  gewaschen 
werden. Die Färbung erfolgte in zwei Schritten. Zunächst wurden die Scheiben für 
zwei  Minuten  in  einer  0,001 prozentigen Toluidin  Blau-Lösung (Sigma Aldrich, 
Deutschland) gebadet (Grundfärbung). Nach dreimaligem Waschen wurde dieser 
Vorgang mit 0,01 prozentiger Toluidin Blau-Lösung für 30 Sekunden wiederholt. 
Die Scheiben wurden anschließend drei mal mit PBS gewaschen und mit einem 
weichen Tuch trocken gerieben. Dadurch konnten Färbeartefakte auf ein Minimum 
reduziert  werden.  Nach  dem  Trockenen  wurden  die  erodierten,  gefärbten 
Resorptionslakunen  histomophometrisch  unter  einem  Lichtmikroskop  (Zeiss 
Axiovert  40CFL;  Carl  Zeiss GmbH, Deutschland) bei  zehnfacher  Vergrößerung 
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untersucht.  Die  Auswertung  erfolgte  auf  einem  mit  Axiovivsion  4.4  Software 
ausgerüsteten  Computer.  Die  Resorptionslakunen  mussten  aufgrund  der 
unvermeidbaren   Hintergrundfärbung  und  der  nicht  vollständig  entfernbaren 
Färbeartefakte einzeln per Hand markiert werden. Da sich hieraus die Gefahr der 
subjektiven Verfälschung ergab, wurden die Dentinscheiben vor der Auswertung 
verblindet.  Das  Messprogramm  errechnete  die  Anzahl  aller  Pixel  in  den 
markierten  Resorptionslakunen.  Aufgrund  der  Standardisierung  des 
Innendurchmessers der Scheiben waren die erodierten Flächen direkt miteinander 
vergleichbar. 
  
                                                                                       
 
  Bild 4: Axiovert 40CFl und Axiovision 4.4  
  
  Bild 5: links: Gefärbte Dentinscheibe; rechts: Resorptionslakune 10x vergrößert
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3.4. Messung der TRAP-Aktivität
Um die Ergebnisse der Resorptionsaktivität zu bestätigen erfolgte  die Messung 
der  TRAP-Aktivität,  einem  Osteoklasten-spezifischen  biochemischen 
Aktivitätsmarker.  Dafür  wurden  die  Zellen  in  96-Multiwell  Platten  (Nunc, 
Dänemark)  kultiviert.  In  jede  Vertiefung  wurden  200  µl  der  oben  genannten 
Zellsuspension eingefüllt. Daraus ergab sich eine Zellkonzentration von 650000 
Zellen pro Vertiefung,  was einer  Zelldichte  von 1 Million Zellen/cm2 entspricht. 
Jede B-Vitaminmangelbedingung wurde mit den Zellen aller zehn Probanden und 
acht Wiederholungen pro Proband durchgeführt. Die HCy-Versuche erfolgten mit 
Zellen von drei Probanden und acht Wiederholungen pro Bedingung. Die TRAP-
Aktivität wurde mit dem saure Phospatase-Assay der Firma Roche (ACP, Roche 
Diagnostics,  Deutschland)  quantitativ  analysiert,  welches  an  die  speziellen 
Gegebenheiten der 96-Multiwell Platte angepasst wurde.  Hierfür wurde zunächst 
das Nährmedium vollständig entfernt und die Zellen mittels Azeton und Ethanol 
99% (1:1) für 60 Sekunden fixiert. Die fixierten Zellen wurden anschließend für 
zehn  Minuten  getrocknet.  Nachfolgend  wurden  100  µl  chromogene 
Substratlösung in jede Vertiefung pipettiert.  Das chromogene Substrat  bestand 
aus Natriumtartrat und 2-Amino-5-Chlortoluol (Fast Red TR) und wird durch TRAP 
nach folgender Reaktionsgleichung in einen stabilen Azofarbstoff umgewandelt:
1-Naphthylphosphat + H2O                           1-Naphthol + Phosphat
1-Naphthol + Fast Red TR                             Azofarbstoff 
Der Azofarbstoff  färbt die Lösung rot-braun. Diese Farbreaktion kann in einem 
Photometer (Polarstar, BMG Labtech, Deutschland) mittels Absorption bei einer 
Wellenlänge von 405 nm gemessen werden. Die Messungen erfolgten nach 0, 5, 
7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 und 25 Minuten. Die lineare Phase der Reaktion 
lag  zwischen  der  10.  und  20.  Minute.  Bei  jedem Versuch  wurde  jeweils  eine 




        
    
   Bild 6: TRAP-positive Osteoklasten
3.5. Messung der Kathepsin K-Aktivität
Um die  Ergebnisse weiter  abzusichern,  erfolgt  die  Messung von Cathepsin K, 
einem  Enzym  das  von  Osteoklasten  zur  Verdauung  der  organischen 
Knochenmatrix sezerniert wird. Die Herstellung der Zellkulturen erfolgte analog zu 
den Kulturen der TRAP-Analyse. Aus finanziellen Gründen musste die Cathepsin 
K-Analyse  auf  drei  Probanden  (Vitaminversuche)  beziehungsweise  zwei 
Probanden (HCy-Versuche) limitiert werden. Die Cathepsin K-Aktivität wurde mit 
einem  enzymatischen  Fluoreszenz-Assay  (Biovision,  USA)  durchgeführt.   Das 
Prinzip  dieses  Messverfahrens  ist  die  Spaltung  von  Amino-4-Trifluormethyl 
Coumarin (AFC), welches als Z-Leuzin-Arginin-Substrat bezeichnet wird. Dieses 
ist  das  bevorzugte  Substrat  von  Cathepsin  K.  Das  gespaltene  AFC  wurde 
quantitativ mit einem Fluormeter bei einer Exzitationswellenlänge von 400 nm und 
einer  Emissionswellenlänge von 505 nm gemessen.  Die Inkubationszeit  betrug 
eine Stunde bei 370C.
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3.6. Messung des HCys im Überstand
Da B-Vitaminmangel in vivo zu einer moderaten Erhöhung der HCy-Konzentration 
führt,  wurde  die  HCy-Konzentration  im  Überstand  der  einzelnen  Zellkulturen 
gemessen.  Diese  Messung  wurde  mittels  einer  Hochleistungsflüssigkeits-
chromatographie  (HPLC)  auf  einem  Agilent-HPLC  1100-Serie  (Agilent, 
Deutschland) durchgeführt. Die Methode basiert auf einer Trennung der Probe in 
einem  isokratischen  Verfahren  auf  einer  „reversed  phase“  Säule  (Protonsil, 
Bischoff, Deutschland) mit Fluoreszenz-Detektion. Hierbei wird das HCy reduziert 
und  anschließend  derivatisiert.  Die  Messung  erfolgte  mit  Hilfe  eines 
kommerziellen Kits (Immundiagnostics, Deutschland). Der Variationskoeffizient für 
die Präzision in der Serie betrug 5,9 Prozent.
Vor  der  eigentlichen  Messung  war  eine  Probenvorbereitung  erforderlich.  Dazu 
wurden zunächst jeweils 150 µl Kalibrator, Kontrolle und Probenmaterial mit 100 
µl Interner Standard (IS) gemischt.  Dieser Mischung wurde anschließend 20 µl 
Reduktionslösung zugegeben, gemischt und für zehn Minuten bei 40C inkubiert. 
Nun wurde den einzelnen Ansätzen 100 µl Fällungsreagenz zugefügt und zehn 
Minuten  bei  40C inkubiert.  Zur  Entfernung  der  Proteine  wurden  die  einzelnen 
Ansätze  anschließend  bei  1500 G zentrifugiert.  Je  100  µl  vom Überstand der 
einzelnen  Ansätze  wurden  mit  200  µl  Reaktionspuffer  und  100  µl 
Derivatisierungslösung vermischt und für 20 Minuten bei 600C inkubiert.  Die so 
vorbereiteten Proben wurden nun in die HPLC-Analytik eingesetzt. Die Messung 
erfolgte bei einer Flussrate von 1,2 ml/min und einer Säulentemperatur von 350C. 
Der  Fluoreszenzdetektor  war  auf  385  nm  Extiktion  und  515  nm  Emission 
eingestellt. Die Laufzeit betrug 14 Minuten bei einer Retentionszeit für  HCy von 
4,5 Minuten und 10,6 Minuten für IS. Die Konzentrationen der einzelnen Analyten 
errechneten sich nach der Formel:
   Konz. Probe = F x (Peakhöhe Probe x Konz. Kalibrator)/(Peakhöhe IS Probe)
F = (Peakhöhe IS Kalibratorprobe)/(Peakhöhe Reinsubstanz in Kalibratorprobe)
F = Faktor; Konz. = Konzentration
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3.7. Statistische Analyse
Die Ergebnisse der deskriptiven Statistik sind als Mittelwerte (SD) angegeben. Die 
Resultate  der  verschiedenen  Versuche  wurden  mittels  One-Way  ANOVA  und 
anschließendem  LSD  post-hoc  Test  verglichen.  Die  Einzelwerte  eines  jeden 
Experiments  sind  als  Prozente  des  Mittelwerts  der  Ergebnisse  bei  maximaler 
Vitaminkonzentration  beziehungsweise  minimaler  HCy-Konzentration 
wiedergegeben.  Dadurch  konnten  die  Ergebnisse  aller  Probanden 
zusammengefasst  und  miteinander  verglichen  werden,  was  der  statistischen 
Analytik  eine  wesentlich  höhere  Aussagekraft  verleiht.  Ein  p-Wert  von  <  0,05 
wurde  als  signifikant  angesehen.  Die  statistische  Analyse  wurde  mit  dem 
Softwarepacket SPSS 11.0 für Windows (SPSS Inc., Chicago, USA) durchgeführt. 
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4. Ergebnisse
Nach  einer  Kulturzeit  von  20  Tagen  waren  die  meisten  PBMCs  in  voll 
ausdifferenzierte Osteoklasten transformiert. Zellen wurden nur als Osteoklasten 
charakterisiert, wenn sie folgende Kriterien erfüllten:
(a) große, multinukleäre Zellen mit mehr als drei Zellkernen
(b) TRAP+ (rot-braune Färbung).
4.1. Dentin-Resorptionsaktivität
Unbehandelte  Dentinscheiben  weisen  eine  sehr  homogene  Oberfläche  auf. 
Osteoklasten lösen diese Oberfläche mit Hilfe von Säure und Enzymen auf. Dies 
führt zur Bildung von Resorptionslakunen. Nach der Färbung mit Toluidin können 
die Resorptionslakunen aufgrund ihrer blauen Farbe leicht erkannt werden. Der 
kombinierte Mangel von Folsäure, Vitamin B12 und Vitamin B6 zeigte eine starke 
Zunahme  der  erodierten  Flächen  (siehe  Abbildung  4).  Ähnliche  Ergebnisse 
konnten  bei  ansteigenden  HCy-Konzentrationen  im  Kulturmedium  beobachtet 
werden (siehe  Abbildung 4). Im Vergleich zu physiologischen Konzentrationen 
führte ein kombinierter Vitaminmangel von Folsäure, Vitamin B12 und Vitamin B6 
beziehungsweise das vollständige fehlen aller drei Vitamine zu einer Zunahme der 
Resorptionsaktivität  um bis  zu 211 Prozent  (siehe Abbildung 4).  Vergleichbare 
Effekte  konnten  bei  der  Reduktion  von  nur  einem Vitamin  beobachtet  werden 
(Abbildung 5). Hier betrug die mittlere Zunahme maximal ungefähr 250 Prozent 
gegenüber  der  Kontrolle.  Die  stärkste  Zunahme  der  Resorptionsaktivität 
überhaupt  zeigte  sich  mit  395  Prozent  bei  einer  HCy-Konzentration  von 2500 
µmol/l (siehe Abbildung 4).
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Abbildung  4:  Resorptionsaktivität  primärer  humaner  Osteoklasten  bei 
abnehmenden Konzentrationen von Vitamin B12, Vitamin B6 und Folsäure (Plot A) 





































   




























































         
  
Abbildung  5: Resorptionsaktivität  primärer  humaner  Osteoklasten  bei 












































































































                  
Folsäure:          0                                2,5                                      15
Vitamin B12:      0                            100                                        500
Vitamin B6:        0                                4                                          35
 
Abbildung  6: Resorptionslakunen  primärer  humaner  Osteoklasten  bei 
kombiniertem Vitaminmangel
4.2. TRAP-Aktivität
Die  absolute  TRAP-Aktivität  wies  erhebliche  Unterschiede  zwischen  den 
einzelnen  Probanden  auf.  Diese  lassen  sich  auf  individuelle  Unterschiede  im 
Zellwachstum zurückführen. Der Mittelwert der Absorptionsveränderung zwischen 
der 10. und 20. Minute schwankten zwischen 0,049 und 0,166 optische Dichte 
(OD) in Kulturen mit physiologischen Konzentrationen von Folsäure, Vitamin B12 
und Vitamin B6 im Kulturmedium. Mit der oben beschriebenen Berechnung von 
Prozentwerten  konnten  die  Resultate  aller  Probanden  zusammengefasst  und 
miteinander verglichen werden (zehn Probanden x acht Wiederholungen, n= 80).  
Die  TRAP-Aktivität  stieg  konzentrationsabhängig  bei  Vitaminkonzentrationen 
unterhalb des physiologischen Niveaus signifikant an (siehe Abbildung 7). Eine 
Kombination aus 1 µg/l Folsäure, 25 ng/l Vitamin B12 und 2 µg/l Vitamin B6 führte 
zu einem Anstieg der TRAP-Aktivität um 13 Prozent (p = 0,009). Das vollständige 
fehlen  der  drei  getesteten  Vitamine  ergab  eine  Zunahme  um  24  Prozent 
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gegenüber den Kontrollkulturen (p < 0,001). Ähnliche Ergebnisse konnten auch 
bei alleinigem Mangel von Folsäure beobachtet werden (Abbildung 8). Unterhalb 
des für Menschen angegebenen Referenzwertes für Folsäure im Blut von 5 µg/l 
zeigte  die  TRAP-Aktivität  einen Anstieg um bis  zu 33 Prozent  gegenüber  den 
Kontrollkulturen. Bei alleinigem Mangel von Vitamin B12 beziehungsweise Vitamin 
B6 führte ein vollständiges Fehlen zu einer Steigerung der TRAP-Aktivität um bis 
zu 170 Prozent (siehe Abbildung 8).
Erhöhte  HCy-Werte  im  Kulturmedium  führten  ebenfalls  zu  einer 
Aktivitätssteigerung  der  TRAP  (p  <  0,001)  (siehe  Abbildung  7).  Eine  HCy-
Konzentration  von  1000  µmol/l  erhöhte  die  TRAP-Aktivität  um  30  Prozent 
gegenüber der Kontrolle (p < 0,001). Eine Konzentration von 2500  µmol/l  HCy 
ergab sogar eine Steigerung um 50 Prozent (p < 0,001).
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Abbildung 7: TRAP-Aktivität primärer humaner Osteoklasten bei abnehemenden 
Konzentrationen  von  Folsäure,  Vitamin  B12 und  Vitamin  B6 (Plot  A) 
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Abbildung 8: TRAP-Aktivität  primärer humaner Osteoklasten bei  absteigenden 




























































































Vergleichbar zur TRAP-Aktivität zeigte auch die Cathepsin K-Aktivität erhebliche 
interindividuelle  Schwankungen. Der Mittelwert  der Fluoreszenz in Kulturen mit 
physiologischen  Konzentrationen  der  drei  Vitamine  Folsäure,  Vitamin  B12 und 
Vitamin  B6 bewegte  sich  in  einem  Messbereich  zwischen  42629  und  63256 
relativer Fluoreszenzeinheiten (RFU). Die Messergebnisse der einzelnen Kulturen 
wurden deshalb wiederum als Prozentsatz der jeweiligen Kontrollen angegeben, 
was das  Zusammenfassen aller  Versuche ermöglichte  (drei  Probanden x  acht 
Wiederholungen, n = 24). 
In Zellkulturen mit kombiniertem Mangel von Folsäure, Vitamin B12 und Vitamin B6 
zeigte  sich ein  Anstieg  der  Cathepsin K-Aktivität  bei  vollständigem Fehlen der 
Vitamine um 23 Prozent gegenüber der Kontrolle (p < 0,001) (siehe Abbildung 9). 
Ein  alleiniger  Mangel  von  Folsäure,  Vitamin  B12 oder  Vitamin  B6 konnte  im 
Gegensatz zu den TRAP-Experimenten und der Dentin-Resorptionsaktivität keine 
Steigerung der Cathepsin K-Aktivität  induzieren (siehe Abbildung 10).  Einzig in 
vollständiger Abwesenheit von Vitamin B6 zeigte sich ein Anstieg der Cathepsin K-
Aktivität  um  lediglich  sieben  Prozent  (siehe  Abbildung  10).  HCy  hingegen 
verursachte einen  konzentrationsabhängigen  Anstieg  der  Cathepsin  K-Aktivität 
(siehe  Abbildung  9).  Bei  500  µmol/l  HCy im  Kulturmedium  konnte  ein 
Aktivitätsanstieg  um  17  Prozent  gegenüber  den  Kontrollen  ohne  HCy im 
Nährmedium beobachtet  werden (p < 0,001).  Bei  1000  µmol/l  HCy betrug die 
Aktivitätssteigerung 31 Prozent beziehungsweise 50 Prozent bei 2500 µmol/l HCy 
(p  <  0,001).  Jede  getestete  HCy-Konzentration  wies  einen  signifikanten 
Unterschied gegenüber den beiden anderen Testbedingungen auf.
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Abbildung  9:  Cathepsin  K-Aktivität  primärer  humaner  Osteoklasten  bei 
absteigenden Konzentrationen von Folsäure, Vitamin B12 und Vitamin B6 (Plot A) 
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Abbildung  10: Cathepsin  K-Aktivität  primärer  humaner  Osteoklasten  bei 
absteigenden Konzentrationen von Vitamin B12 (Plot A), Vitamin B6 (Plot B) oder 















































































4.4. HCy-Konzentration im Überstand
Abnehmende Konzentrationen von Folsäure, Vitamin B12 und Vitamin B6 führte zu 
einer signifikanten Erhöhung der HCy-Konzentration im Kulturmedium gegenüber 
den Kontrollen  (p  < 0,01)  (siehe Abbildung 11).  Bei  absolutem Vitaminmangel 
betrug der Mittelwert 4,57 (± 0,37)  µmol/l.  Dies entspricht einer Steigerung der 
Konzentration von ungefähr 20 Prozent gegenüber der Kontrolle mit 3,79 (± 0,45) 
µmol/l. Bei einer Konzentration von 1 µg/l Folsäure, 25 ng/l Vitamin B12 und 2 µg/l 
Vitamin B6 betrug der Unterschied allerdings nur noch sieben Prozent (4,01 ± 0,46 
µmol/l  HCy).  Darüber  hinaus  konnte  im  Bereich  von  supraphysiologischen 
Vitaminkonzentrationen (Folsäure 100 µg/l, Vitamin B12 750 ng/l, Vitamin B6 100 
µg/l) ein deutlicher, signifikanter Abfall der HCy-Konzentration um 15 Prozent (3,2 
± 0,32 µmol/l)(p < 0,01) beobachtet werden.  
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Abbildung  11:  HCy-Konzentrationen im Überstand der  Zellkulturen  kultivierter 
Osteoklasten unter abnehmenden Konzentrationen von Folsäure, Vitamin B12 und 
Vitamin B6
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Das Hauptergebnis dieser Arbeit ist der Nachweis eines signifikanten Anstiegs der 
Aktivität  humaner  Osteoklasten  in  Gegenwart  fallender  Konzentrationen  von 
Folsäure,  Vitamin  B12 und  Vitamin  B6.  Der  kombinierte  Mangel  dieser  drei 
Vitamine führte zu einer Steigerung der Dentin-Resorptionsleistung, der TRAP- 
und der Cathepsin K-Aktivität.  Die Abnahme der Vitaminkonzentration ging mit 
einer  Zunahme  der  HCy-Konzentration  im  Überstand  einher.  Darüber  hinaus 
induzierte die Zugabe von HCy zum Nährmedium ebenfalls eine Stimulation der 
Osteoklasten-Aktivität.  Diese Befunde unterstützen die  in  der  Aufgabenstellung 
formulierte  Hypothese,  dass  abnehmende  B-Vitaminkonzentrationen  primäre 
humane Osteoklasten durch eine Akkumulation von HCy stimulieren.  
Erhöhte  HCy-Konzentrationen  im  Blut  sind  bei  Erwachsenen  im  höheren 
Lebensalter  häufig  anzutreffen  und  in  der  Lage,  die  Aktivität  humaner 
Osteoklasten  zu  steigern  (60,127).  Die  häufigste  Ursache  für  HHCy im 
Erwachsenenalter  ist  ein  Mangel  an  B-Vitaminen.  In  der  vorliegenden  Arbeit 
konnte  erstmals  eine  Steigerung  der  Aktivität  primärer  humaner  Osteoklasten 
aufgrund von B-Vitaminmangel  verbunden mit  einer  Akkumulation von  HCy im 
Kulturmedium gezeigt werden. Bei der Analyse der Osteoklasten-Aktivität ist die 
Wahl der geeigneten Parameter zur Quantifizierung der Aktivität von besonderer 
Wichtigkeit.  Osteoklasten  lösen  die  Knochenoberfläche  mittels  Säure  und 
proteolytischem Verdau auf (67,86,95). Dieser Metabolismus führt zur Bildung von 
Resorptionslakunen.  Diese  Resorptionslakunen  wurden  in  dem  Dentin-
Resorptionsassay  nachgewiesen.  Sie  repräsentieren  damit  einen  direkten 
Nachweis  der  Osteoklasten-Aktivität.  Aufgrund  der  Verblindung  der  einzelnen 
Dentinscheiben, der guten Standardisierung der Auswertung (siehe Kapitel 3.7.) 
und  der  guten  Reproduzierbarkeit  der  einzelnen  Experimente  besitzt  diese 
Messmethode  eine  hohe  Aussagekraft.  Um  die  Ergebnisse  des 
Resorptionsassays zu bestätigen, wurden zusätzlich noch die zelluläre TRAP- und 
Cathepsin K-Aktivität bestimmt. Die TRAP ist an der intrazellulären Verdauung der 
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Abbauprodukte  der  organischen  Knochenmatrix  in  den  Osteoklasten  beteiligt 
(113,147,148). Zahlreiche Studien identifizierten die TRAP als spezifischen und 
sensitiven zytochemischen Indikator für die Resorption von Knochengewebe (24,
51,52,74). Als intrazelluläres Enzym stellt die TRAP allerdings nur einen indirekten 
Marker der Knochenresorption dar (113,147,148). Ebenso ist die TRAP im Serum 
kein  spezifischer  Parameter  für  den  Knochenstoffwechsel,  da  sie  auch  in 
Erythrozyten  und  Thrombozyten  nachgewiesen  werden  kann  (61).  Chu  et  al 
konnten  in  ihrer  Studie  einen  signifikanten  Anstieg  der  TRAP  im  Serum  von 
Dialysepatienten  mit  osteoporotischen  Krankheitsbildern  gegenüber  der 
Kontrollgruppe  zeigen  (11,97  ± 8,92  U/l  gegenüber  3,25  ± 0,59  U/l)  (24).  Die 
Knochenresorption  durch  Osteoklasten  erfolgt  hauptsächlich  durch  saure 
(anorganische Matrix) und lysosomale Proteasen (organische Matrix), welche in 
den Spalt zwischen der apikalen „ruffled border“ (sägezahnartige Ausstülpungen 
der  Zellmembran  von  Osteoklasten)  und  der  extrazellulären  Knochenmatrix 
sezerniert  werden (Resorptionslakune).  Cathepsin  K stellt  eine  der  wichtigsten 
Proteasen dar, die an diesem Verdauungsprozess beteiligt ist (113,147,148). 
Die  Aussagekraft  dieser  Arbeit  beruht  auf  der  systematischen  Methodik,  der 
hohen Anzahl an Wiederholungen für jede einzelne Testbedingung (zum Beispiel 
für die TRAP-Messung: n = 80; zehn Probanden x acht Wiederholungen) und die 
gute Standardisierung der verwendeten Messmethoden.
Ein  Mangel  an  Folsäure,  Vitamin  B12 und  Vitamin  B6 im  Nährmedium  sowie 
steigende Konzentrationen von HCy führten gleichermaßen zu einem Anstieg aller 
drei  oben genannter Marker der Osteoklasten-Aktivität.  Die stärkste Steigerung 
der Dentin-Resorptionsaktivität zeigte sich bei einer HCy-Konzentration von 2500 
µmol/l  im Nährmedium. Die Aktivitätssteigerung betrug 395 Prozent  gegenüber 
der  Kontrolle  ohne  HCy.  Diese  sehr  hohen  Messwerte  lassen  sich  durch  die 
extrem hohen  HCy-Konzentrationen im Nährmedium erklären,  wohingegen  die 
HCy-Konzentration im Überstand der Vitaminmangelversuche sich im Bereich von 
4 bis 5 µmol/l bewegten. Entscheidender Parameter für die Osteoklasten-Aktivität 
ist  allerdings  nicht  die  extrazelluläre,  sondern  die  intrazelluläre  HCy-
Konzentration.  Da  diese  weder  in  den  Vitaminmangel-  noch  in  den  HCy-
45
Experimenten bestimmt wurde, könne diese Werte nicht statistisch miteinander in 
Relation  gesetzt  werden.  Dieser  konzentrationsabhängige  Anstieg  unterstreicht 
die Rolle des HCy als sehr potenten Stimulator der Osteoklasten-Aktivität (11,60,
86).  Der  kombinierte  Mangel  von  Folsäure,  Vitamin  B12 und  Vitamin  B6 führte 
ebenfalls zu einem konzentrationsabhängigen Anstieg der Resorptionsaktivität der 
Osteoklasten.  Dieser  betrug  bis  zu  211  Prozent.  Vergleichbar  zu  den  HCy-
Experimenten  konnten  die  Messung  der  TRAP-  und  Cathepsin  K-Aktivität  die 
Ergebnisse der Resorptionsaktivität bestätigen, was auf die Rolle des erniedrigten 
B-Vitaminstatus als einen potenten Stimulator der Osteoklasten-Aktivität schließen 
lässt.  Die Reduktion nur eines der drei  B-Vitamine führte nicht  zu vergleichbar 
homogenen  Daten.  Die  Einzelversuche  mit  Folsäure,  Vitamin  B12 
beziehungsweise Vitamin B6 zeigten alle einen konstanten, signifikanten Anstieg 
der Dentin-Resorptionsleitung der Osteoklasten. Dieser Effekt konnte im Bezug 
auf die TRAP-Messergebnisse nur für Folsäure bestätigte werden (33 Prozent bei 
0 µg/l beziehungsweise 25 Prozent bei 1 µg/l Folsäure). Die Cathepsin K-Aktivität 
zeigte  jedoch keinen entsprechenden Anstieg.  Bei  Vitamin  B12 und Vitamin  B6 
ergab  die  TRAP-Aktivität  nur  in  völliger  Abwesenheit  dieser  Vitamine  eine 
signifikante Zunahme gegenüber der Kontrollbedingung (170 Prozent).  Wie bei 
Folsäure konnte auch für abnehmende Vitamin B12- beziehungsweise Vitamin B6-
Konzentrationen  keine  signifikanten  Unterschiede  der  Cathepsin  K-Aktivität 
zwischen  den  einzelnen  Messbedingungen  beobachtet  werden.  Bei  genauerer 
Betrachtung  des  HCy-Stoffwechsels  sind  diese  Resultate  jedoch  durchaus 
plausibel. Ein alleiniger Mangel von Folsäure oder Vitamin B12 kann durch eine 
gesteigerte Transsulfurierung durch die Vitamin B6-abhängigen Enzyme CBS und 
CS kompensiert  werden.  Eine  Messung  der  Konzentrationen  von  Cystein  und 
α-Ketobutyrat im Überstand der jeweiligen Zellkulturen hätte diesen Sachverhalt 
belegen  können.  Diese  erfolgten  allerdings  im  Rahmen  dieser  Arbeit  nicht. 
Ebenso  kann  ein  Mangel  an  Vitamin  B6 durch  vermehrte  Remethylierung  der 
Folsäure-  und Vitamin  B12-abhängigen  MS ausgeglichen werden.  Eine erhöhte 
Cystathionin-Konzentration  im  Überstand  der  Zellkulturen  wären  ein  Indiz  für 
diese Hypothese. Dieser potentielle Anstieg ist durch die geringere Abhängigkeit 
der CBS im Vergleich zur CS von Vitamin B6 zu erklären. Darüber hinaus ist HCy 
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ein intrazellulärer Metabolit aller Zellen im menschlichen Organismus. Ebenso ist 
die HCy-Konzentration im Serum abhängig von der Exkretionsleistung der Zellen. 
Die limitierte Zellzahl in der Kultur reichte somit nicht aus, um einen messbaren 
starken Anstieg der HCy-Konzentration in den Überständen der Einzelversuchen 
zu verursachen. Die HHCy stellt ein sich über Jahre bis Jahrzehnte entwickelndes 
Krankheitsbild  dar.  Aufgrund  der  Kürze  der  Intervalle  zwischen  den 
Mediumwechseln  unter  den  artifiziellen  Bedingungen  der  Zellkultur  war  ein 
deutlicherer Anstieg der HCy-Konzentration im Kulturmedium nicht möglich.   
Ein Vergleich der in dieser Arbeit erhobenen Messdaten mit anderen Studien ist 
schwierig,  da  es  nur  wenige  experimentelle  Untersuchungen im Bezug auf  B-
Vitaminmangel  in  Verbindung  mit  der  Osteoklasten-Aktivität  gibt.  In  einer 
tierexperimentellen  Arbeit  wiesen  Masse  et  al.  im  Jahre  2003  ein  verstärktes 
Auftreten  von  reduzierbaren  Dehydro-Dihydroxylysinonorleuzin-  (DHLNL)  und 
ebenso  reduzierbaren  Dehydro-Hydroxylysinonorleuzin-Crosslinks  (HLNL)  und 
Kollagen in der Tibia von Hühnern mit Vitamin B6-Mangel nach (98). Dies deutet 
auf eine gesteigerte Knochenresoption hin. Die gemessenen Kollagenwerte waren 
in der Untersuchungsgruppe gegenüber der Kontrolle um das doppelte erhöht (20 
± 2  Prozent  gegenüber  10  ± 3  Prozent  der  Kontrollgruppe;  p  <  0,001).  Die 
Messwerte  für  DHLNL  zeigten  eine  signifikante  Steigerung  gegenüber  der 
Kontrollgruppe auf (1,03 ± 0,07 U/L vs 0,84  ± 0,13 U/l). Darüber hinaus war die 
Knochenfestigkeit der Hühner mit Vitamin B6-Mangel ebenfalls erniedrigt. In einer 
weiteren  tierexperimentellen  Studie  zeigten  Dodds  et  al.  eine  Störung  der 
Frakturheilung bei Vitamin B6-deffizienten Ratten (33). Dieser Effekt wurde durch 
eine  Abnahme  der  Glucose-6-Phosphatdehydrogenase-Aktivität  erklärt.  Der 
dadurch  entstandene  Mangel  an  Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat 
(NADPH) führte zu einer erhöhten Konzentration von reaktiven Sauerstoff-Spezies 
(ROS). Ein schädlicher Einfluss von oxidativem Stress auf die Knochenintegrität 
konnte in mehreren klinischen (5,92,110) und experimentellen (4,46,107) Studien 
nachgewiesen werden. Die Studie von Dodds et al. bezieht sich zwar nicht direkt 
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auf  Osteoporose  oder  osteoporotische  Frakturen,  zeigt  aber  einen  möglichen 
Wirkmechanismus des HCys auf. 
Während tierexperimentelle Studien derzeit noch rar sind, werden die Resultate 
der vorliegenden Arbeit durch mehrere humane Studien gestärkt (32,62,129,131). 
In  der  großen,  epidemiologischen  LASA-Studie  zeigten  sich  höhere 
Konzentrationen  des  Knochenresorptionsmarkers  Desoxypyridinolin-Crosslinks 
(DPD) bei Frauen mit einer niedrigen Vitamin B12-Konzentration im Plasma (32). 
Darüber hinaus konnten Sato et al. in einer doppelblinden, placebo-kontrollierten 
Interventionsstudie  über  zwei  Jahre  eine  Reduktion  der  Hüftfrakturrate  um 75 
Prozent bei Patienten mit niedriger BMD durch eine Substitutionstherapie mittels 5 
mg  Folsäure  und  1,5  mg  Mecobalamin  pro  Tag  nachweisen  (129). 
Bedauerlicherweise  wurden  in  dieser  Studie  keine  biochemischen  Marker  des 
Knochenstoffwechsels bestimmt. Beide Arbeiten weisen aber einen signifikanten 
Zusammenhang  zwischen  Folsäure  beziehungsweise  Vitamin  B12 und  der 
Knochenresorptionsaktivität  nach.  Im  Gegensatz  hierzu  stehen  zwei  kürzlich 
veröffentlichte  Interventionsstudien,  die  bei  einer  Reduktion  des  HCy-
Plasmaspiegels durch eine Monotherapie mittels Substitution von Folsäure (57) 
beziehungsweise eine Kombination von Folsäure, Vitamin B12 und Vitamin B6 (50) 
bei  gesunden  Probanden  keinen  Effekt  auf  biochemische  Marker  des 
Knochenstoffwechsels feststellen konnten. Beide Studien weisen aber erhebliche 
Limitationen  auf,  die  die  Ursache  für  die  negativen  Ergebnisse  sein  könnten. 
Sowohl Herrmann et al. als auch Green et al. untersuchten gesunde Probanden. 
Von solchen Untersuchungsgruppen auf die Auswirkung einer B-Vitamintherapie 
auf Patienten mit Osteoporose und HHCy zu schließen, ist nicht möglich. Darüber 
hinaus  war  bei  Herrmann  et  al.  der  Beobachtungszeitraum mit  zwei  Monaten 
unzureichend.  Der  Zusammenhang  zwischen  HCy,  B-Vitaminmangel  und  dem 
Knochenresorptions- marker Desoxypyridonolin-Crosslinks (DPD) im Urin wurde 
in der Vergangenheit bereits durch mehrere Studien belegt (32,56,106). Miyao et 
al.  konnten in  diesem Zusammenhang einen Anstieg der DPD im Urin um 15 
Prozent bei Patientinnen mit einem MTHFR-Polymorphismus (Nukleotidaustausch 
Alanin  zu  Valin),  einem  bekannten  Risikofaktor  für  HHCy,  gegenüber  der 
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Kontrollgruppe nachweisen (106).  Dieser  Knochenmarker  wurde in  den beiden 
erwähnten  Interventionstudien  nicht  untersucht.  Gegen  die  Ergebnisse  von 
Herrmann et al. und Green et al. spricht auch eine Arbeit von Katunuma et al., in 
welcher eine inhibierende Wirkung von ansteigenden Vitamin B6-Konzentrationen 
im Kulturmedium auf  Cathepsin  K in  Osteoklasten von Ratten gezeigt  werden 
konnte  (79).  Andere Cathepsin-Typen wurden hingegen nicht  beeinflusst.  Dies 
spricht  für  eine  besondere  Wirkung  von  Vitamin  B6 auf  Osteoklasten.  Die 
Ergebnisse von Katunuma et  al. konnten in der vorliegenden Arbeit allerdings 
nicht bestätigt werden.  
Im  Rahmen  dieser  Arbeit  konnte  ebenfalls  eine  Steigerung  der  Osteoklasten-
Aktivität durch  HCy nachgewiesen werden. Diese Resultate stehen im Einklang 
mit früheren Veröffentlichungen (60,86). Koh et al. beobachteten in Osteoklasten-
Zellkulturen  aus  Mäuseknochenmark  eine  TRAP-Aktivitätssteigerung  um  150 
Prozent gegenüber der Kontrolle (86). Neben der erhöhten Enzymaktivität zeigte 
sich  auch  ein  vermehrtes  Zellwachstum  und  ein  Konzentrationsanstieg  von 
intrazellulären  reaktiven  Sauerstoffspezies,  welche  durch  Markierung  mit  der 
Fluoreszenzsonde Dichlordihydrofluorescein Diacetat  bestimmt wurden. Ebenso 
konnten Koh et al. eine Erhöhung der Zellkernzahl pro Zelle, sowie eine Zunahme 
von  Aktin-Ringformationen,  die  sich  in  der  Prophase  der  Mitose  bilden, 
beobachten.  Darüber  hinaus  ließ  sich  eine  Steigerung  der  Mitogen-aktivierten 
Protein Kinase p38 (p38 MAPK) beobachten (siehe Abbildung 12). Diese ist an 
der Signaltransduktion durch IL 6 beteiligt und stellt somit eine direkte Verbindung 
zum Östrogenstoffwechsel dar (siehe Kapitel 2.2). Diese Erkenntnisse konnten in 
einer Studie von Kim et al. untermauert werden (83). Hier zeigte die antioxidativ 
wirkende  α-Liponsäure  einen  hemmenden  Effekt  auf  die  Differenzierung  der 
Osteoklasten-Vorläuferzellen.  Ein  weiterer  Mechanismus  der  Osteoklasten-
Aktivierung durch  HCy könnte die Stimulation des N-methyl-D-aspartat (NMDA) 
Glutamat-Rezeptors (NMDAR) darstellen (siehe Abbildung 12). Dieser Rezeptor 
wurde bereits mehrfach auf reifen, humanen Osteoklasten nachgewiesen (21,36,
69,70,104).  Brown et  al.  konnten in  ihrer  Studie eine konzentrationsabhängige 
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Expressionssteigerung  des  NMDAR durch  HCy in  glatten  Muskelzellen  der 
Gefäße  von  Ratten  nachweisen  (13).  Die  NMDAR  vermittelte  Stimulation  der 
Zellen  erfolgt  wahrscheinlich  über  den  NF-κ-B  Signaltransduktionsweg  (siehe 
Abbildung 12). Ein direkter Nachweis der Aktivierung der Osteoklasten durch HCy 
über den NMDAR wurde allerdings bisher noch nicht erbracht. Der Beweis dieser 
Hypothese muss somit noch in zukünftigen Studien belegt werden. 
In einer tierexperimentellen Studie konnten Herrmann et al. die Wirkung von HCy 
auf den Knochen von Ratten nachweisen (58). Methionin beziehungsweise  HCy 
angereicherte  Diäten  führten  zu  HHCy von  27,3  bis  54  µmol/l,  die  mit  einer 
Abnahme der Knochenlänge, des Knochengewichts, der Knochendicke und der 
biomechanischen Qualität  einhergingen.  Im Gegensatz hierzu steht  eine Arbeit 
von Masse et al., die Hühner in den ersten acht Wochen ihres Lebens mit  HCy 
fütterten (99). Hier zeigte sich eine Vergrößerung des Knochendurchmessers und 
-länge,  welche  normalerweise  Anhaltspunkte  für  einen  verstärkten  Knochen-
aufbau sind. Überraschenderweise zeigte die veränderte Knochengeometrie keine 
Auswirkung auf die biomechanischen Eigenschaften (99). Darüber hinaus ist die 
Aussagekraft  der  Studie  von  Masse  et  al.  (99)  durchaus  fraglich.  Die  HCy-
Plasmakonzentration  der  Kontrollgruppe  betrug  mehr  als  40  µmol/l.  Die  der 
behandelten Tiere betrug sogar mehr als 300  µmol/l. Darüber hinaus ist unklar, 
inwiefern  ein  Tiermodell  mit  schnell  wachsenden  jungen  Hühnern  mit  der 
Stoffwechsellage von älteren Menschen verglichen werden kann. Es ist ebenso 
fraglich, ob ein solcher Fütterungsversuch mit HCy auf die Situation der durch B-
Vitaminmangel hervorgerufenen HHCy übertragbar ist.
Die  in  dieser  Arbeit  erhobenen  Daten  unterstützen  die  Befunde  mehrerer 
vorausgegangener klinischer Studien (11,32,56,106). Bei genauerer Betrachtung 
der  Messbereiche,  in  denen  Ergebnisse  erzielt  werden  konnten,  fallen  jedoch 
erhebliche  Unterschiede  auf.  Eine  moderate  HHCy liegt  bei  Plasmawerten 
zwischen 12 und 30  µmol/l  vor.  In Zellkulturexperimenten konnten verwertbare 
Ergebnisse nur  durch Verwendung von Kulturmedien mit  HCy-Konzentrationen 
von 10 µmol/l (86) beziehungsweise von über 50  µmol/l (60) erzielt werden. Die 
Ergebnisse dieser Arbeiten beruhen also auf einer Hemmung des  HCy-Exports 
50
aus  der  Zelle,  aufgrund  einer  Veränderung  des  Konzentrationsgefälles 
extrazellulär zu intrazellulär. Dieser Mechanismus liefert keine Rückschlüsse auf 
die  Pathophysiologie  der  HHCy im menschlichen Organismus.  Darüber  hinaus 
wurden  in  diesen  Arbeiten  nur  Aussagen  über  extrazelluläres  HCy im 
Kulturmedium gemacht.  Für die Aktivierung der Osteoklasten ist  allerdings das 
intrazelluläre  HCy verantwortlich.  Die  HHCy entsteht  durch  eine  vermehrten 
Export von  HCy aus allen Körperzellen. Ob die Relation zwischen Zellzahl und 
Medium  beziehungsweise  Blut  in  Zellkulturen  und  menschlichem  Organismus 
vergleichbar ist, kann nicht belegt werden. Darüber hinaus beruht die Entstehung 
der Osteoporose auf mehreren Faktoren, wie zum Beispiel  einer erhöhten IL6-
Konzentration  (siehe  Kapitel  2.2.).  Diese  Gegebenheiten  können  unter  den 
artifiziellen Bedingungen der Zellkultur ebenfalls nicht berücksichtigt werden. Eine 
direkte Übertragbarkeit der Daten von Zellkultur auf tatsächliche Klinik bleibt somit 
unmöglich.   
Aufgrund der existierenden Daten kann eine Osteoklasten-Stimulation durch HCy 
als  wahrscheinlich  angesehen  werden.  Da  der  B-Vitaminmangel  die  häufigste 
Ursache  für  HHCy in  vivo  ist,  ergibt  sich  die  Frage,  ob  auch  abnehmende 
Konzentrationen  von  Folsäure,  Vitamin  B12 und  Vitamin  B6 die  Osteoklasten-
Aktivität  stimuliert,  und  wenn  ja,  ob  diese  Stimulation  von  einem  HCy-
Konzentrationsanstieg begleitet wird. Durch Messungen der HCy-Konzentrationen 
im  Überstand  der  einzelnen  Zellkulturen  konnte  diese  Hypothese  bestätigt 
werden. Das vollständige Fehlen von Folsäure, Vitamin B12 und Vitamin B6 führte 
zu einer  signifikanten Konzentrationssteigerung von 20 Prozent  gegenüber  der 
Kontrolle. Die Messwerte bewegten sich allerdings im Bereich von 5  µmol/l und 
darunter.  Da  HCy ein intrazellulärer  Stoffwechselmetabolit  ist,  repräsentiert  die 
extrazelluläre  HCy-Konzentration  im  Überstand  des  Zellkulturmediums  nur  die 
intrazelluläre  Situation  und  hängt  im  Wesentlichen  von  der  Exportleistung  der 
Zellen ab.  Bei  in-vitro  Zellkulturen ist  die  Zellzahl  im Vergleich zum gesunden 
Organismus  limitiert.  Das  Verhältnis  zwischen  Zellzahl  und  extrazellulärem 
Volumen ist  nicht  mit  der Situation in vivo vergleichbar.  In  einer Studie an 61 
Patienten mit pAVK (Untersuchungsgruppe) und 50 gesunden Kontrollprobanden 
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(Kontrollgruppe)  konnten  Loehrer  et  al.  einen  deutlichen  Zusammenhang 
zwischen intra- und extrazellulärer HCy-Konzentration in Erythrozyten beobachten 
(90). Die HCy-Konzentration lag bei der Untersuchungsgruppe im Blutplasma um 
etwa 50 Prozent (Untersuchungsgruppe: 15,5 µmol/l; Kontrollgruppe: 10,4 µmol/l) 
über  den Werten der Kontrollgruppe.  Im Zytoplasma der  Erythrozyten  konnten 
Loehrer  et  al.  eine  um  über  100  Prozent  höhere  HCy-Konzentration  in  der 
Untersuchungsgruppe  gegenüber  der  Kontrollgruppe  nachweisen 
(Untersuchungsgruppe: 55,0 nmol/l; Kontrollgruppe: 23,1 nmol/l). Ebenso war der 
Quotient  zwischen intra-  und extrazellulärem  HCy bei  Patienten  mit  pAVK,  im 
Vergleich zu gesunden Probanden, signifikant höher (Untersuchungsgruppe: 3,5 
Promille; Kontrollgruppe: 2,2 Promille).
Darüber  hinaus  finden  regelmäßige  Wechsel  des  Kulturmediums  statt.  Die 
Messung  von  intrazellulären  HCy-Konzentrationen  wäre  somit  wahrscheinlich 
aussagekräftiger  gewesen.  Interessant  ist  auch  der  deutliche  Abfall  der  HCy-
Konzentration  im  Bereich  von  supraphysiologischen  Vitaminwerten  um  15 
Prozent. Diese Beobachtung belegt erneut den Einfluss von Folsäure, Vitamin B12 
und B6 auf den HCy-Spiegel. Die  HCy-Messungen im Überstand sind ein klares 
Indiz für die Hypothese dieser Arbeit, dass die Stimulation von Osteoklasten durch 
B-Vitaminmängel mit einer Akkumulation von HCy vergesellschaftet ist.        
In vivo stellen die Osteoblasten als knochenaufbauende Zellen den funktionellen 
Gegenspieler  der  Osteoklasten  dar.  Es  stellt  sich  die  Frage,  ob  auch 
Osteoblasten  durch  erhöhte  HCy-Konzentrationen  beeinflusst  werden.  Wie  im 
Bereich der Osteoklasten existieren bis zum jetzigen Zeitpunkt nur wenige Studien 
zu diesem Thema. Im Bereich der klinischen Studien konnten Carmel et al. bereits 
1988 negative Effekte eines Vitamin B12-Mangels auf die Osteoblasten-Aktivität 
zeigen  (siehe  Abbildung  12)  (17).  Die  Plasmakonzentrationen  der  alkalischen 
Phosphatase,  einem  Osteoblasten-spezifischen  Enzym,  waren  in  der 
Untersuchungsgruppe mit erhöhten HCy-Werten um ungefähr 50 Prozent geringer 
als in der Kontrollgruppe (3,89  ± 2,10 U/l gegenüber 7,55  ± 3,99 U/l). Ähnliche 
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Werte  konnte  auch  für  Osteocalzin,  einem  anderen  für  die 
Osteoblastenaktivierung spezifischem Enzym, nachgewiesen werden (1,11 ± 0,77 
nmol/l  gegenüber  1,84  ± 0,49 nmol/l).  Die  im Rahmen dieser  Studie ebenfalls 
durchgeführten  Tierexperimente  konnten  die  klinischen  Beobachtungen 
bestätigen. Darüber hinaus führte eine Substitutionstherapie mit Vitamin B12 zu 
einem  Anstieg  der  Plasmakonzentration  für  Osteocalzin  und  alkalischer 
Phosphatase in der Untersuchungsgruppe auf physiologische Werte, nicht aber 
bei der Kontrollgruppe. Kim et al. konnten diese Effekte auch bei Osteoblasten-
Vorläuferzellen feststellen (82). Allerdings wurden in dieser Studie Zelllinien und 
keine humanen Osteoblasten verwendet.  Darüber  hinaus erfolgte die Messung 
teilweise bereits nach zwei bis drei  Tagen. Aufgrund von Stress für  die Zellen 
während  der  vorausgegangenen  Passage  könnten  die  Ergebnisse  beeinflusst 
sein. Es werden ebenfalls keine Angaben über die Anzahl der Wiederholungen 
gemacht. 
Bezüglich der Auswirkung von HHCy auf die Osteoblastenfunktion wurden in den 
letzten Jahren einige wenige experimentelle Arbeiten veröffentlicht. Sakamoto et 
al. beobachteten in Zellkulturen einen Abfall der Osteocalzin-Werte bei einer HCy-
Konzentration  im  Nährmedium von  500  µmol/l  um  61  Prozent  gegenüber  der 
Kontrolle (128). Ebenso spricht der gleichzeitge Anstieg von Osteopontin um 134 
bis 209 Prozent bei 500  µmol/l  HCy gegenüber der Kontrolle, als Zeichen eines 
Gegenregulationsversuchs der Zelle auf die HCy-Wirkung, für einen hemmenden 
Einfluss  des  HCy auf  die  Osteoblastenfunktion.  Dieses Ergebnis  konnte  durch 
spätere  Osteopontin  mRNA-Expressionsanalysen  bestätigt  werden  und  liefert 
somit erste Erkenntnisse über die Rolle der Osteoblasten bei der Entstehung von 
Osteoporose. In ihrer Studie konnten Herrmann et al. eine moderate Zunahme der 
Osteoblasten-Aktivität  um  20  bis  25  Prozent  bei  einer  HCy-Konzentrationen 
zwischen  100  und  500  µmol/l  nachweisen  (59).  Eine  Abnahme von  Folsäure, 
Vitamin B12  und Vitamin B6 in  Kombination  oder  allein  zeigte,  jedoch,  keinerlei 
messbare Auswirkung auf  die Osteoblasten-Aktivität.  Kim et al.  wiesen in ihrer 
Arbeit  eine  vermehrte  Apoptoserate  durch  HCy nach  (81).  In  Kaspase-
Aktivitätsassays zeigte sich eine vermehrte Aktivität von Kaspase 3 und 9, nicht 
53
jedoch von Kaspase 8. Dies deutet auf eine Initiierung des Zelltods durch HHCy 
über den mitochondrialen Pfad hin. Darüber hinaus ließ sich in Western Blots und 
elektrophoretischen Mobilitätswechselassays (EMSA) eine Aktivierung des NF-ĸ-B 
Weges durch HCy nachweisen. Diese Ergebnisse deutet auf eine Aktivierung des 
durch  Reaktive  Sauerstoffspezies  (ROS)  vermittelten  Apoptosewegs  hin.  Ein 
solcher Effekt trat sowohl bei primären humanen Osteoblasten als auch bei Zellen 
der HS-5 Zelllinie auf. Die Resultate der Studie von Kim et al. zeigen die mögliche 
Beeinflussung  der  Knochenneubildung  durch  HCy durch  ein  vermehrtes 
Absterben  von  Osteoblasten   auf.  Zusammen  mit  bereits  existierenden  Daten 
deuten  die  Ergebnisse  dieser  Arbeit  darauf  hin,  dass  die  Stimulation  der 
Osteoklasten durch  HCy einer der Hauptmechanismen der schädlichen Wirkung 
von B-Vitaminmangel für den Knochen darstellt.
Eine  Zusammenfassung  der  potentiellen  Wirkungen  von  HCy und  B-
Vitaminmangel  auf  die  Aktivität  von  Osteoklasten  und  Osteoblasten  ist  in 
Abbildung 12 dargestellt. Eine Stimulation der Osteoklasten erfolgt sowohl durch 
extrazelluläres  (exogenes)  HCy als  auch  aufgrund  von  B-Vitaminmangel 
akkumuliertes  endogenes  HCy.  Die  Aktivierung  durch  exogenes  HCy könnte 
möglicherweise auf einer Bindung des  HCy an den  NMDAR beruhen. Über die 
Signalkaskade  des  Transkriptionsfaktors  Nukleärer  Faktor  kappa  B  (NF-ĸ-B) 
aktiviert der  NMDAR Osteoklasten. Diese Hypothese wird durch den Nachweis 
des NMDAR auf der Oberfläche von Osteoklasten gestützt (13,21,36,69,70,104). 
Darüber  hinaus  konnten  Brown  et  al.  eine  Bindung  von  HCy am  NMDAR 
beobachten (13).  Neben dem  NMDAR konnten Koh et  al  eine Aktivierung der 
Osteoklasten  durch  HCy-induzierten  oxidativen  Stress  über  eine  p38  MAPK-
Aktivierung  belegen  (86).  Die  Rolle  der  Osteoblasten  ist  zur  Zeit  noch  nicht 
vollständig verstanden. Kim et al. beobachteten eine gesteigerte Apoptose (81), 
wohingegen Herrmann et al nur einen leichten stimulatorischen Effekt des  HCy 
auf  die  Osteoblasten  feststellten  (59).  B-Vitaminmangel  und  damit  endogen 




Abbildung  12:  Potentielle  Mechanismen  der  Wirkung  von  HHCy  und  B-
Vitaminmängeln auf den Knochen. AP1 – Aktivatorprotein 1, LOX – Lysyloxidase, 
Nfĸ-B – Nukleärer Faktor kappa B, NMDAR – N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor, p38 




































Abschließend kann festgestellt  werden, dass die vorliegende Arbeit zum ersten 
Mal einen starken stimulatorischen Effekt von Folsäure, Vitamin B12 und B6 auf die 
Aktivität  primärer  humaner Osteoklasten nachweisen konnte.  Diese Ergebnisse 
sind  ein  klares  Indiz  für  eine  kausale  Rolle  des  B-Vitaminmangels  bei  der 
Entstehung der Osteoporose beziehungsweise Zerstörung von Knochengewebe. 
Die Osteoklasten-Aktivität wird dabei über eine Akkumulation von HCy vermittelt. 
In Anbetracht aller bisher verfügbaren Studien kann spekuliert werden, dass die 
Aktivität  von  Osteoklasten  wahrscheinlich  ein  Hauptmechanismus  bei  der 
Entstehung  der  Osteoporose  beziehungsweise  osteoporotischer  Frakturen  bei 
älteren  Menschen  ist.  Für  die  Praxis  zeigt  diese  Arbeit  eine  einfache  und 
kostengünstige  Option  zur  Prävention  der  Osteoporose  durch  B-
Vitaminsubstitution  auf,  deren  Effektivität  allerdings  noch  in  zukünftigen 
Interventionsstudien belegt werden muss. Ein B-Vitaminmangel beziehungsweise 
die  HHCy lassen sich durch eine Substitutionstherapie mit Folsäure, Vitamin B12 
und Vitamin B6 problemlos behandeln.                        
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